












Tag der mündlichen Prüfung:





1.1 Transkription in pflanzlichen Organellen . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.2 RNA-Prozessierung in den Organellen von Pflanzen . . . . . . . . . 5
1.2.1 Spleißen von mitochondrialen und plastidären Transkripten . 5
1.2.2 RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondrien und in Plastiden 7
1.3 Problemstellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2 Material und Methoden 15
2.1 Material . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.1.1 Organismen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.1.2 Oligonukleotide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.1.3 Plasmide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.1.4 Membranen und Filter . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.1.5 Chemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.1.6 Enzyme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.1.7 Kits . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
2.1.8 Häufig verwendete Puffer und Lösungen . . . . . . . . . . . 20
2.1.9 Nährmedien für Escherichia coli . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.2 Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.2.1 Kultur- und Anzuchtsbedingungen . . . . . . . . . . . . . . 21
2.2.2 Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli-Zellen . . . 22
2.2.3 Isolierung pflanzlicher Mitochondrien . . . . . . . . . . . . 22
2.2.4 Elektroporation von Escherichia coli . . . . . . . . . . . . . 24
2.2.5 Elektroporation isolierter Mitochondrien . . . . . . . . . . . 24
2.2.6 In organello Inkubation isolierter Mitochondrien . . . . . . 25
2.2.7 Isolierung von Nukleinsäuren . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
i
Inhaltsverzeichnis ii
2.2.8 Extraktion mitochondrialen Proteins aus Brassica oleracea
var. botrytis und aus Arabidopsis thaliana Zellkulturen . . . 27
2.2.9 Isolierung RNA-bindender Proteine durch Biotin-Streptavi-
din-Interaktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.2.10 Gelelektrophorese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
2.2.11 Coomassie-Färbung von SDS-Polyacrylamidgelen . . . . . 30
2.2.12 Silber-Färbung von SDS-Polyacrylamidgelen . . . . . . . . 30
2.2.13 Probenvorbereitung für MALDI-TOF/TOF-Massenspektro-
metrie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
2.2.14 Reinigung und Gelelution von DNA . . . . . . . . . . . . . 32
2.2.15 Hydrolyse von DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.2.16 Dephosphorylierung von DNA . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.2.17 Ligation von DNA-Fragmenten . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.2.18 Polymerasekettenreaktion (PCR) . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.2.19 In vitro Mutagenese von Plasmid-DNA . . . . . . . . . . . 33
2.2.20 In vitro Transkription . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
2.2.21 Sequenzierung von DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
2.2.22 Auswertung von Nukleotid- und Protein-Sequenzen . . . . . 34
3 Ergebnisse 35
3.1 Etablierung des in organello Systems für Brassica oleracea var.
botrytis und für Arabidopsis thaliana . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
3.2 Analyse der RNA-Edierung von cox2 Transkripten in heterologen
Mitochondrien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
3.2.1 RNA-Prozessierung des Zea mays cox2 Transkriptes in Mit-
ochondrien aus Brassica oleracea var. botrytis . . . . . . . . 37
3.2.2 RNA-Prozessierung des Zea mays cox2 Transkriptes in Mi-
tochondrien aus Arabidopsis thaliana . . . . . . . . . . . . 41
3.2.3 Analyse der RNA-Edierung des Arabidopsis thaliana cox2
Transkriptes in Mitochondrien aus Zea mays . . . . . . . . . 43
3.2.4 RNA-Edierungspositionen im cox2 Transkript aus mono- und
dikotylen Pflanzen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.3 In organello RNA-Edierung von in vitro mutierten cox2 Transkripten 47
3.4 Analyse der RNA-Edierung von nad6 und atpA Transkripten in he-
terologen Mitochondrien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
3.5 RNA-Prozessierung von plastidären Transkripten in Mitochondrien
aus Zea mays und Brassica oleracea var. botrytis . . . . . . . . . . 52
Inhaltsverzeichnis iii
3.5.1 Analyse der in organello RNA-Edierung des ndhB Tran-
skriptes ohne Intron . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
3.5.2 Vergleich von Zea mays ndhB Edierungspositionen mit mit-
ochondrialen RNA-Edierungspositionen aus Zea mays . . . 58
3.6 Isolierung und Identifizierung von mitochondrialen Proteinen die an
RNA-Fragmente mit Edierungspositionen binden . . . . . . . . . . 60
3.6.1 Verwendete Proteinextrakte und RNA-Fragmente . . . . . . 60
3.6.2 Optimierung der Methode zur Isolierung von RNA-binden-
den Proteinen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63
3.6.3 Keine spezifische Bindung von Proteinen an das 300 Nu-
kleotid große RNA-Fragment . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
3.6.4 Isolierung von Proteinen verschiedener Größe mit Bindung
an das RNA-Fragment von 40 Nukleotiden . . . . . . . . . 66
3.6.5 Identifizierung der spezifischen Proteine . . . . . . . . . . . 67
4 Diskussion 72
4.1 Für zwei dikotyle Pflanzen wurden in organello Systeme entwickelt 73
4.2 Arabidopsis thaliana und Zea mays cox2 Transkripte werden in he-
terologen Mitochondrien effizient gespleißt und ediert . . . . . . . . 74
4.2.1 Der Vergleich von cox2 RNA-Edierungspositionen weist auf
Existenz spezifischer Positionen monokotyler und dikotyler
Pflanzen hin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78
4.2.2 Vorstellung des „self-guiding-transcript” Modells der RNA-
Edierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78
4.3 In vitro mutierte cox2 Transkripte werden korrekt ediert . . . . . . . 81
4.4 Keine Edierung von Arabidopsis thaliana nad6 und Triticum sati-
vum nad6 und atpA Transkripten in heterologen Mitochondrien . . . 83
4.5 Plastidäre Transkripte werden in pflanzlichen Mitochondrien weder
gespleißt noch ediert . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83
4.5.1 Ähnlichkeiten in den potentiellen cis-Sequenzen zwischen
Zea mays ndhB und mitochondrialen Edierungspositionen . 86
4.6 Isolierung von Proteinen mit Beteiligung an der RNA-Edierung in
Mitochondrien Höherer Pflanzen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87
4.6.1 An RNA-Edierungsposition bindendes mitochondriales Pro-
tein ist wahrscheinlich ein PPR-Protein . . . . . . . . . . . 89


























mRNA Boten-RNA (m für „messenger”)






orf offener Leserahmen („open reading frame”)
PCR Polymerasekettenreaktion („polymerase chain re-
action”)
RNA Ribonukleinsäure („ribonucleic acid”)
RNase Ribonuklease









v/v Volumen pro Volumen („volume per volume”)
w/v Gewicht pro Volumen („weight per volume”)
XGal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-Galactopyranosid
Allgemein gebräuchliche Abkürzungen und Maßeinheiten sind nicht gesondert auf-
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1 Einleitung
Die heutigen Pflanzenzellen entstammen nach der Endosymbiontentheorie zwei En-
docytose-Ereignissen, die vor ca. 1,5 und 1,2 Milliarden Jahren stattgefundenen ha-
ben. Hierbei sind durch Aufnahme eines Vorläufers der heutigen α-Proteobakterien
sowie der Cyanobakterien in eine Archaebakterien-ähnliche Wirtszelle die heutigen
Mitochondrien und Plastiden entstanden. Ob die Wirtszelle zu dem Zeitpunkt der
Endosymbiose des α-Proteobakteriums schon einen Kern besaß oder nicht, ist bis
heute unklar (Bogorad, 2008).
Aufgrund dieser eubakteriellen Abstammung besitzen sowohl die Mitochon-
drien als auch die Plastiden eigene Genome, die Chondriom bzw. Plastom genannt
werden. Durch den Transfer eines Großteils der Gene aus den Plastiden in den Kern
und in die Mitochondrien sowie aus den Mitochondrien in den Kern verloren die
Endosymbionten im Laufe der Evolution ihre Unabhängigkeit. Mit der Fähigkeit
zur Expression der organellenkodierten Gene erhielten sie sich allerdings einen Teil
ihrer Autonomie (Bogorad, 2008).
Die Plastome bestehen aus zirkulären oder linearen DNA-Molekülen (Bendich,
2004) und weisen eine Größe von 120 bis 217 kbp auf (Palmer, 1990; Raubeson
et al., 2007). Insgesamt befinden sich 50-200 Gene und somit 5-10% der Gene, die
in heutigen Cyanobakterien vorhanden sind (Martin et al., 2002), noch in den Plas-
tiden. Diese Gene kodieren für Proteine, ribosomale RNAs (rRNAs) und Transfer
RNAs (tRNAs), welche an der Photosynthese und der plastidären Transkription und
Translation beteiligt sind (Sugiura, 1992).
Die Chondriome der verschiedenen Organismengruppen unterscheiden sich da-
gegen stark in ihrer Struktur, ihrer Größe und der Kodierungskapazität. Die mit-
ochondrialen Genome der Pflanzen variieren sogar innerhalb ihrer Gruppe stark in
der Größe. So weist die Alge Chaetosphaeridium globosum mit 56 kbp ein ver-
gleichsweise kleines Chondriom auf. Unter den Landpflanzen dagegen reichen die
Chondriomgrößen von 186 kbp bei Marchantia polymorpha bis knapp 570 kbp bei
Zea mays (Turmel et al., 2002; Oda et al., 1992; Clifton et al., 2004) und in der
1
1 Einleitung 2






























1 nach (Kubo und Mikami, 2007) ohne Berücksichtigung der Kopiezahl; 2 Unseld et al., 1997;
3 Giege und Brennicke, 1999; 4 Kubo et al., 2000; 5 Mower und Palmer, 2006; 6 Satoh et al., 2004;
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Familie der Curcubitaceen werden sogar Größen bis über 2000 kbp erreicht (Ward
et al., 1981). Die Größe der pflanzlichen Chondriome und die Variationen in den
Größen sind auf die intergenischen Regionen zurückzuführen, welche 69-87% des
mitochondrialen Genoms bei angiospermen Pflanzen ausmachen (Kubo und Mika-
mi, 2007). Sequenzwiederholungen in diesen Regionen führen zu inter- und intra-
molekularen Rekombinationen und zu strukturell heterogenen, komplexen Chon-
driomen, welche aus mehreren subgenomischen zirkulären, linearen und linear ver-
zweigten Molekülen bestehen (Fauron et al., 1995; Sugiyama et al., 2005; Bendich,
1996; Backert und Börner, 2000). Die Charakteristika der bisher sequenzierten mit-
ochondrialen Genome von angiospermen Pflanzen sind in Tabelle 1.1 aufgeführt.
Mit einer Anzahl von 50-60 Genen bei den angiospermen Pflanzen und bis zu 72
bei den nicht-angiospermen Pflanzen werden vor allem Untereinheiten der Enzyme
der mitochondrialen Atmungskette, ribosomale Proteine, sowie rRNAs und tRNAs
kodiert (Knoop, 2004; Kubo und Mikami, 2007).
Die mitochondriale Kodierungskapazität des Protisten Reclinomonas america-
na ist trotz seines vergleichsweise kleines Genoms von 69 kbp mit einer Anzahl von
97 Genen, welche für Proteine und nichtkodierende strukturelle RNAs kodieren,
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größer als die der Pflanzen (Lang et al., 1997).
Bei tierischen Chondriomen handelt es sich um relativ kleine zirkuläre Mole-
küle von 15-20 kbp, welche für bis zu 37 Gene kodieren. Hierbei handelt es sich
um proteinkodierende Gene, tRNAs und rRNAs. Im Gegensatz zu den pflanzlichen
mitochondrialen Genomen, gibt es in Chondriomen von Tieren, mit Ausnahme der
Actiniaria keine Introns (Boore, 1999).
Eine sehr unübliche Struktur der mitochondrialen DNA findet man bei den Ki-
netoplastida, welche ein Netzwerk aus tausenden von Mini-(0,5-10 kbp) und Ma-
xizirkeln (20-40 kbp) aufweisen. Die einzige Funktion der Minizirkel ist die Kodie-
rung von sogenannten „guide”-RNAs, welche für die RNA-Edierung benötigt wer-
den (siehe Abschnitt 1.2.2). Nur die Maxizirkel kodieren für mitochondriale Struk-
turgene (Lukeš et al., 2005).
Ein Großteil der in den Plastiden und in den Mitochondrien vorliegenden Pro-
teine werden aus dem Kern importiert (Martin et al., 2002; Dolezal et al., 2006).
So wird etwa 2900 bzw. 3500 kernkodierten Proteinen aus Arabidopsis thaliana
aufgrund von ermittelten Transitpeptiden eine mitochondriale bzw. plastidäre Lo-
kalisierung zugeordnet. Von den Proteinen mit vorhergesagter mitochondrialer Lo-
kalisierung haben einige einen α-proteobakteriellen Ursprung und stammen somit
aus dem Transfer von Genen aus den Mitochondrien in den Kern. Andere Proteine,
welche in den freilebenden Vorfahren der α-Proteobakterien nicht notwendig waren,
wie z.B. Komponenten des Proteinimports, sind eukaryotischen Ursprungs (genome
initiative, 2000).
Die komplexe Umstrukturierung der drei Genome der Pflanzen im Verlauf der
Evolution war mit dem Erwerb von regulatorischen Elementen der transferierten
Gene für die Transkription im Kern und die Translation im Cytoplasma, sowie mit
der Aneignung von Transitpeptiden und einer Proteinimportmaschinerie für die an-
schließende Translokation der Proteine in die Organellen verbunden (Palmer et al.,
2000; Dyall et al., 2004). Der Transfer von Genen aus den Organellen in den Kern
scheint bis heute nicht abgeschlossen zu sein (Adams et al., 2000; Millen et al.,
2001). So können für cox2 Gene in Leguminosen Zwischenstufen des Transferpro-
zesses aus den Mitochondrien in den Kern beobachtet werden (Nugent und Palmer,
1991; Adams et al., 1999).
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1.1 Transkription in pflanzlichen Organellen
Die Transkription einiger Gene in den Plastiden erfolgt mittels einer plastidär ko-
dierten RNA-Polymerase, der „plastid-encoded RNA polymerase”, kurz PEP ge-
nannt (Little und Hallick, 1988). Mit Ausnahme des Protisten Reclinomonas ameri-
cana, dessen Chondriom ebenfalls für Untereinheiten einer eubakteriellen-ähnlichen
RNA-Polymerase kodiert (Lang et al., 1997), liegen im Gegensatz zu den Plas-
tiden in mitochondrialen Genomen keine Sequenzen mit Ähnlichkeiten zu RNA-
Polymerase-Genen vor (Binder und Brennicke, 2003). Die Transkription mitochon-
drialer und auch vieler plastidärer Gene erfolgt mittels Phagen-ähnlicher kernko-
dierter RNA-Polymerasen. Dies ist die mitochondrial lokalisierte RpoTm, die plas-
tidär lokalisierte RpoTp sowie die RpoTmp. Letztere wurde bisher nur in dikotylen
Pflanzen gefunden und eine Lokalisierung sowohl in Mitochondrien, als auch in
Plastiden beschrieben (für Übersichtsartikel siehe Liere und Börner, 2006; Gagliar-
di und Binder, 2007). Bisher konnte für RpoTmp in Plastiden aus A. thaliana eine
spezifische Funktion bei der Transkriptionsinitiierung an bestimmten Promotoren
nachgewiesen werden (Courtois et al., 2007; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2008),
die Funktion in Mitochondrien ist allerdings noch unbekannt.
Für mitochondrial lokalisierte Phagen-ähnliche RNA-Polymerasen aus einigen
Organismen sind Transkriptionsfaktoren beschrieben worden, bis heute aber kei-
ne aus pflanzlichen Mitochondrien (Gagliardi und Binder, 2007). Allerdings wurde
in biochemischen Analysen ein DNA-bindendes kernkodiertes Protein aus Weizen
identifiziert, welches in vitro die Transkription von einem cox2 Promotor aus sti-
muliert und somit ein Kandidat für einen Transkriptionsfaktor ist (Ikeda und Gray,
1999). Für die Transkription in Plastiden sind hingegen, zusätzlich zu mit PEP in-
teragierenden Sigma-Faktoren (für einen Übersichtsartikel siehe Lysenko, 2007),
mehrere Proteine beschrieben worden, die an der Promotorerkennung beteiligt sind
(Liere und Börner, 2006).
Sowohl in Mitochondrien als auch in Plastiden sind multiple Promotoren sehr
häufig. Viele der Promotoren enthalten das Konsensus-Motiv 5‘ YRTA 3‘ (Y= T
oder C; R= A oder G), welches in mitochondrialen Promotoren aus dikotylen Pflan-
zen meist eingebettet in das Nonanukleotid-Motiv 5‘ CRTAAGAGA 3‘ vorliegt. In
Kühn et al. (2005) wurden allerdings für A. thaliana auch abweichende Promotor-
motive beschrieben. Die mitochondrialen Promotoren monokotyler Pflanzen sind
insgesamt weniger konserviert als die dikotyler Pflanzen und weichen häufig von
dem oben genannten Konsensus-Motiv ab (Binder und Brennicke, 2003; Liere und
Börner, 2006; Gagliardi und Binder, 2007).
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1.2 RNA-Prozessierung in den Organellen von
Pflanzen
Die mono-, bi- und polycistronischen Transkripte in Mitochondrien und Plastiden
unterliegen einer Reihe von Prozessierungsschritten wie der RNA-Edierung, dem
Spleißen von Introns und der Erzeugung von sekundären 5‘ und 3‘ Enden durch
Exo- und Endonukleasen. Posttranskriptionelle Prozesse und RNA-Stabilität schei-
nen auch bei der Regulation der Genexpression in den Organellen eine wichtige
Rolle zu spielen (für Übersichtsartikel siehe Gagliardi und Binder, 2007; Marchfel-
der und Binder, 2004).
1.2.1 Spleißen von mitochondrialen und plastidären
Transkripten
Die Introns in pflanzlichen Mitochondrien und Plastiden werden aufgrund ihrer Se-
quenz, ihrer Struktur und ihres Spleißmechanismus in Gruppe I und Gruppe II In-
trons unterteilt (Saldanha et al., 1993). Die Gruppe I Introns weisen eine Sekun-
därstruktur auf die aus den Elementen P1 bis P10 besteht, viele der Introns sind
allerdings strukturell reduziert, so dass nicht alle der Elemente vorhanden sind. Die
Größe von Gruppe I Introns reicht von 142 bis über 3000 Basen (Lang et al., 2007).
An dem Spleißmechanismus ist ein freies Guanosin beteiligt, das einen nukleophi-
len Angriff an der 5‘ Spleißstelle durchführt, der gefolgt ist von einem nukleophi-
len Angriff der freigesetzten 3‘ OH-Gruppe des ersten Exons an der 3‘ Spleißstelle
(Saldanha et al., 1993). Im Gegensatz zu den zahlreichen Gruppe II Introns kommen
Introns der Gruppe I in Höheren Pflanzen nur selten vor. So ist innerhalb der angio-
spermen Chondriome nur ein Gruppe I Intron bekannt, welches bei den betreffenden
Pflanzen im cox1 Gen vorliegt (Cho et al., 1998).
Hingegen kommen in den Mitochondrien und Plastiden Höherer Pflanzen je-
weils ca. 20 Gruppe II Introns vor, die in den Mitochondrien bis auf die in einigen
Spezies vorkommende Ausnahme des trnA Gens (Ohtani et al., 2002; Ogihara et al.,
2005), alle in proteinkodierenden Regionen liegen (Gagliardi und Binder, 2007). In
den Plastiden kommen Gruppe II Introns sowohl in tRNA Genen als auch in prote-
inkodierenden Genen vor (Barkan, 2004).
Die meisten Gruppe II Introns liegen in den Organellen in der cis-Konfiguration
vor, das heißt Intron und flankierende Exonsequenzen bilden ein primäres RNA-
Molekül. In einigen Fällen hingegen liegen Gene mit den dazugehörigen Introns
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fragmentiert in zwei oder mehreren Teilen im Genom vor und werden unabhängig
voneinander transkribiert. Bei dem dann durchgeführten trans-Spleißen entsteht die
funktionelle RNA erst durch die Zusammenfügung der Teil-Introns zu einer funk-
tionellen Intronstruktur, welche zu einem Spleißen der Introns und somit zu mitein-
ander verbundenen Exonsequenzen führt (Lehmann und Schmidt, 2003).
Die Gruppe II Introns weisen nur wenige konservierte Nukleotide, aber eine
aus sechs Domänen bestehende komplexe, konservierte Sekundärstrukur auf, die in-
nerhalb des Introns und zwischen Intron- und Exonbereichen Tertiärstrukturen aus-
bildet. Aufgrund von Unterschieden in der Sekundär- und Tertiärstruktur und von
Sequenzunterschieden werden die Gruppe II Introns noch in die zwei Untergruppen
IIA und IIB unterteilt. Dabei werden in diesen Untergruppen noch jeweils zwei wei-
tere Unterfamilien unterschieden (A1, A2, B1 und B2). Die Größe dieser Introns
variiert zwischen einigen hundert Nukleotiden und mehreren Kilobasen (Lehmann
und Schmidt, 2003; Gagliardi und Binder, 2007).
Bei dem konventionellen Spleißmechanismus der Gruppe II Introns sind zwei
Transester-Reaktionen involviert. Bei der ersten Transesterreaktion erfolgt durch die
2‘ OH-Gruppe eines ungebundenenen Adenosins ein nukleophiler Angriff an der
5‘ Spleißstelle im Intron, und bei der zweiten greift dann die freigesetzte 3‘ OH-
Gruppe des ersten Exons an der 3‘ Spleißstelle an. Bei diesem Spleißmechanismus
wird das Intron in Form eines Lariats freigesetzt. Einige mitochondriale Gruppe II
Introns in Pflanzen weichen allerdings von der konservierten Struktur ab, so dass sie
z.B. kein ungebundenes Adenosin besitzen. Diese Introns unterliegen einem alterna-
tivem Spleißmechanismus, bei welchem der erste nukleophile Angriff durch Wasser
erfolgt und der zweite unverändert abläuft. Das freigesetzte Intron liegt in diesem
Fall linear oder zirkularisiert vor (Li-Pook-Than und Bonen, 2006).
Auch wenn einige Gruppe II Introns in vitro zum Selbst-Spleißen befähigt sind,
wurde dies bisher nicht für die Introns in den Organellen von Landpflanzen nach-
gewiesen. Für ein effizientes in vivo Spleißen werden in den Organellen Protein-
faktoren benötigt. Hierbei handelt es sich um Intron-kodierte Maturasen sowie um
kernkodierte Proteine. Solche Intron-kodierten Proteine sind in Chloroplasten und
pflanzlichen Mitochondrien allerdings selten, hier ist nur die matK Maturase ko-
diert im trnK Gen in Plastiden sowie die matR Maturase in Mitochondrien bekannt
(Gagliardi und Binder, 2007). Hinweise auf die Funktionalität der matK Maturase
als Spleißfaktor wurden in Ribosomen-freien Gerste- und Mais-Plastiden erhalten.
In diesen Mutanten lagen mehrere Transkripte, unter anderem das trnK-matK Tran-
skript, ungespleißt vor (Hess et al., 1994; Hübschmann et al., 1996; Vogel et al.,
1997; Jenkins et al., 1997; Vogel et al., 1999).
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Weiterhin konnten in den letzten Jahren mehrere kernkodierte Faktoren, die
für das Spleißen von Gruppe II Introns in Chloroplasten Höherer Pflanzen essen-
tiell sind, identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um ein Protein der „pen-
tatricopeptide repeat”(PPR)-Familie, welches ein rps12 trans-spleißender Faktor in
Mais ist (Schmitz-Linneweber et al., 2006). Ein weiteres PPR-Protein scheint bei ei-
nem Spleißvorgang in A. thaliana Chloroplasten involviert zu sein (Meierhoff et al.,
2003; Nakamura et al., 2003). Außerdem wurden in Mais-Chloroplasten mehrere
Proteine, z.T. Untereinheiten desselben Proteinkomplexes, die für das Spleißen ei-
nes oder mehrerer Gruppe II Introns benötigt werden, identifiziert (Jenkins et al.,
1997; Till et al., 2001; Jenkins und Barkan, 2001; Ostheimer et al., 2003; Oster-
setzer et al., 2005; Watkins et al., 2007; Asakura und Barkan, 2007). Für vier die-
ser Spleißfaktoren sind außerdem für A. thaliana orthologe Faktoren mit ähnlichen
Spleiß-Funktionen in den Chloroplasten beschrieben (Asakura und Barkan, 2006,
2007).
In A. thaliana wurden zu plastidären Spleißfaktoren orthologe Gene identifi-
ziert, für deren Genprodukte eine mitochondriale Lokalisierung vorhergesagt wird
(Ostheimer et al., 2003). Eine funktionelle Charakterisierung der entsprechenden
Proteine steht allerdings noch aus. Des Weiteren wurden im Kerngenom von A. tha-
liana und O. sativa jeweils vier zu matR homologe Gene identifiziert. Für die Gen-
produkte aus A. thaliana und für eines aus O. sativa wurde auch eine mitochon-
driale Lokalisierung vorhergesagt (Mohr und Lambowitz, 2003). Für eines dieser
Genprodukte, das At-nMat1a, wurde kürzlich eine A. thaliana Mutante beschrieben
mit einem Spleiß-Defekt des mitochondrialen nad4 Transkriptes (Nakagawa und
Sakurai, 2006). In Übereinstimmung hierzu führte eine Mutation im Kerngenom in
Tabak ebenfalls zu einem defektem Spleißen des mitochondrialen nad4 Transkriptes
(Brangeon et al., 2000).
1.2.2 RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondrien und in
Plastiden
Die RNA-Edierung ist ein Prozess, der den Informationsgehalt der RNA verän-
dert, so dass dieser sich von der auf DNA-Ebene vorliegenden Information unter-
scheidet. Bei der RNA-Edierung können zwei Haupttypen unterschieden werden:
Die Nukleotidinsertion und -deletion sowie eine Änderung der Nukleotididenti-
tät durch Nukleotidumwandlung. Erstmals entdeckt wurde die RNA-Edierung von
Benne et al. (1986) in mitochondrialen Transkripten aus Trypanosomen. Die inzwi-
schen gut untersuchte RNA-Edierung in den Kinetoplastida besteht aus zahlreichen
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Insertionen und Deletionen von Uridin in der mitochondrialen RNA. Die Positions-
spezifität und die Information über die Art der Edierung wird hierbei durch kleine
trans-agierende RNA-Moleküle, sogenannte „guide”-RNAs gewährleistet (Simpson
et al., 2003).
RNA-Edierung ist weitverbreitet und wurde unter anderem in Physarum als
Insertionen von Cytidin aber auch von anderen Nukleotiden und Dinukleotiden in
die mitochondriale RNA (Mahendran et al., 1991) sowie in Paramyxoviren durch
Insertionen von Guanosin in die mRNA beschrieben (Vidal et al., 1990). Beispiele
für die RNA-Edierung durch Nukleotidumwandlung sind die Cytidin nach Uridin
Edierung der apoB mRNA im Kern von Säugetieren (Powell et al., 1987; Chen et al.,
1987) und die Adenosin nach Inosin Edierung im GluR-B Transkript in Vertebraten
(Sommer et al., 1991; Übersichtsartikel über RNA-Edierung siehe Smith, 2006).
Auch bei der RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondrien (Covello und Gray,
1989; Gualberto et al., 1989; Hiesel et al., 1989) und in Plastiden (Hoch et al., 1991)
handelt es sich um eine Nukleotidumwandlung. Meist ist dies eine Umwandlung der
Base Cytosin nach Uracil (siehe Abb. 1.1a). Es gibt aber auch die Umwandlung von
Uracil nach Cytosin, welche in den Mitochondrien und Plastiden aus Samenpflanzen
nur sehr selten bzw. gar nicht vorkommt. Dagegen ist sie in den Organellen aus
Nicht-Samenpflanzen wie z.B. dem Hornmoos sehr häufig (Bock, 2000; Takenaka
et al., 2008). Die Anzahl der RNA-Edierungspositionen in den Organellen Höherer
Pflanzen unterscheidet sich stark. So gibt es ungefähr 30 Edierungspositionen in den
Plastiden (Maier et al., 1995; Wakasugi et al., 1996; Hirose et al., 1999; Corneille
et al., 2000; Lutz und Maliga, 2001; Schmitz-Linneweber et al., 2002; Sasaki et al.,
2003; Inada et al., 2004; Junior et al., 2004; Tillich et al., 2005; Kahlau et al., 2006;
Zeng et al., 2007; Funk et al., 2007) und bis zu 500 RNA-Edierungspositionen in
den Mitochondrien (siehe Tabelle 1.1).
Da RNA-Edierung in allen Abteilungen der Landpflanzen beobachtet, in Grünal-
gen aber bisher vergeblich gesucht wurde, wird inzwischen angenommen, dass es
in einem frühem Vertreter der Landpflanzen zur Entstehung der RNA-Edierung ge-
kommen ist (Hiesel et al., 1994; Malek et al., 1996; Freyer et al., 1997; Steinhau-
ser et al., 1999; Tillich et al., 2006a). Auch bei dem Lebermoos Marchantia po-
lymorpha scheint keine RNA-Edierung statt zu finden (Oda et al., 1992; Ohyama
et al., 1993), allerdings wird hier ein sekundärer Verlust der RNA-Edierung vermu-
tet (Groth-Malonek et al., 2007).
Es wurde gezeigt, dass das Zucker-Phosphat-Rückgrat des RNA-Moleküls bei
der Edierung intakt bleibt, so dass es sich bei der RNA-Edierungsreaktion in den
Organellen tatsächlich um eine Umwandlung und nicht um einen Austausch des
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Nukleotids handelt (Rajasekhar und Mulligan, 1993; Yu und Schuster, 1995; Hiro-
se und Sugiura, 2001). Die daran beteiligten Enzyme sind bis heute nicht identifi-
ziert. Die Umwandlungsreaktion von Cytosin nach Uracil könnte ähnlich wie bei
der Edierung der apoB mRNA in Säugetieren von einer Cytidin-Deaminase kataly-
siert werden (Greeve et al., 1991; Navaratnam et al., 1995). Faivre-Nitschke et al.
(1999) identifizierten eine aus neun Cytidin-Deaminasen bestehende Genfamilie im
Kern-Genom von A. thaliana. Für das einzige bisher charakterisierte Protein dieser
Familie erscheint aber eine Beteiligung an der Edierungsreaktion in den Organel-
len unwahrscheinlich. In Übereinstimmung damit, dass klassische Deaminasen an
das Reaktionszentrum gebundenes Zink benötigen, zeigten in vitro Analysen der
RNA-Edierung mit plastidären Extrakten, dass die Zugabe von Zink-Chelatoren die
Reaktion inhibiert (Hegemann et al., 2005). Eine ähnliche Analyse mit mitochon-
drialen Extrakten hingegen ergab keine Reduktion der Edierung nach Zugabe eines
Zink-Chelators (Takenaka und Brennicke, 2003).
Weiterhin besteht die Möglichkeit der Beteiligung einer Transaminase an der
Edierungsreaktion (siehe Abb. 1.1b), diese wäre auch in der Lage die umgekehrte
Reaktion der Edierung von Uracil nach Cytosin zu katalysieren. Allerdings konnte
auch hier mit mitochondrialen Extrakten kein Effekt von potentiellen Aminogruppen-
Akzeptor-Molekülen auf die RNA-Edierungsreaktion beobachtet werden (Takenaka
et al., 2008). Der strikte Bedarf von in vitro Edierungssystemen an NTPs weist des
Weiteren auf die Beteiligung von RNA-Helikasen bei der RNA-Edierung hin (Ta-
kenaka und Brennicke, 2003; Hegemann et al., 2005). Diese könnten den Proteinen
der RNA-Edierung durch die Auflösung von RNA-Sekundärstrukturen und durch
die Entfernung von unspezifisch bindenden Proteinen den Zugriff zur Edierungs-
position erleichtern. So wurde in Takenaka et al. (2007) gezeigt, dass die Zuga-
be der NTPs zu dem in vitro Edierungssystem nicht notwendig ist für die RNA-
Edierungsreaktion, sondern benötigt wird für die Entfernung des RNA-bindenden
Enzyms Glutamat-Dehydrogenase.
Da die meisten der RNA-Edierungspositionen sich in proteinkodierenden Re-
gionen befinden, führt ein Großteil der Edierungen zu einer Änderung der kodierten
Aminosäuresequenz, so dass erst hierdurch das konservierte und somit funktionell
aktive Protein gebildet werden kann. Aus diesem Grund ist die RNA-Edierung ein
notwendiger Bestandteil der Genexpression in den Organellen von Pflanzen (Ta-
kenaka et al., 2008). So wurde in Kempken et al. (1998) die cytoplasmatisch männ-
lich Sterilität von Hirse-Pflanzen auf einen Verlust der RNA-Edierung der mitochon-
drialen atp6 mRNA in den Antheren zurückgeführt. Da durch die fehlende RNA-













TAC  AGC CCG TTT  GTT  AAT
ATG  TCG GGC AAA CAA  TTA
AUG UCG GGC AAA CAA UUA
M       S       G      K     Q       L
Transkription
AUG UUG GGC AAA UAA UUA
M L G K Stopp
RNA-Edierung
Abbildung 1.1: RNA-Edierung in Organellen von Pflanzen
a Die von der DNA-Sequenz kodierte RNA wird durch RNA-Edierung an zwei Positionen posttran-
skriptionell verändert. Hierdurch verändert sich die Aminosäuresequenz und ein vorzeitiges Stopp-
Kodon entsteht. b Die biochemische Reaktion der RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondrien und
Plastiden wird wahrscheinlich durch eine Deaminase oder eine Transaminase katalysiert. Abbildung
b nach Takenaka et al. (2008).
wahrscheinlich die Funktionalität der ATP-Synthase beeinträchtigt, und es wurde
weniger ATP produziert. Des Weiteren entsteht in einigen mRNAs erst durch die
Edierung aus einem ACG Kodon das AUG Translationsstart-Kodon (Chapdelaine
und Bonen, 1991; Hoch et al., 1991), oder in anderen Fällen wird erst durch die
RNA-Edierung das Stopp-Kodon (siehe Abb. 1.1a) und dadurch der konservierte C-
Terminus des Proteins gebildet (Kempken et al., 1991; Wintz und Hanson, 1991; Ku-
gita et al., 2003). Des Weiteren befinden sich RNA-Edierungspositionen in tRNAs,
in Introns und in 5´ und 3´ nichtkodierenden Regionen von Transkripten der Or-
ganellen sowie in pflanzlichen Mitochondrien auch in rRNAs (Maier et al., 1996;
Kugita et al., 2003; Zeng et al., 2007).
Die Edierungseffizienz verschiedener Transkripte kann stark variieren. Wäh-
rend für einige Transkripte eine vollständige Edierung beschrieben worden ist, so
z.B. für das atp9 Transkript und für das gespleißte cox2 Transkript aus Mais (Gross-
kopf und Mulligan, 1996), liegen andere Transkripte nur partiell ediert vor (Salazar
et al., 1991; Grosskopf und Mulligan, 1996; Hirose et al., 1999). In Mitochondrien
konnte auch für solche partiell edierten Transkripte im Falle des rps12 aus verschie-
denen Spezies eine Translation nachgewiesen werden und in Petunia wurden diese
Proteine von unedierten und partiell edierten Transkripten sogar in Ribosomenfrak-
tionen detektiert (Phreaner et al., 1996; Lu et al., 1996). Von dem RPS13 aus Zea
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mays und dem NAD9 aus Solanum tuberosum hingegen konnten in den Mitochon-
drien und in den ribosomalen Fraktionen nur Proteine nachgewiesen werden, die
von vollständig edierten Transkripten abstammen (Grohmann et al., 1994; Williams
et al., 1998). Es wird angenommen, dass die Proteine von unvollständig edierten
Transkripten nicht funktionell sind und deshalb die Proteine z.T. zwar gebildet aber
dann als defekt erkannt und abgebaut werden (Takenaka et al., 2008).
In den letzten Jahren wurden in vitro-Analysen, sowie im Falle der Mitochon-
drien in organello-Analysen und für Plastiden in vivo-Analysen durch Plastiden-
Transformation etabliert, um die Erkennung und Edierung von RNA-Edierungs-
positionen zu analysieren. Mittels dieser Analysen konnte die Größe und die Lo-
kalisation der Bereiche identifiziert werden, welche für die Erkennung und RNA-
Edierung einzelner Positionen essentiell sind. Es wurden in organello Systeme für
Mitochondrien aus Triticum aestivum (Farré und Araya, 2001), aus Solanum tubero-
sum (Choury et al., 2005) und aus Zea mays und Sorghum bicolor (Staudinger und
Kempken, 2003) etabliert. Es konnte hierdurch für die Weizen cox2 Edierungsposi-
tionen C259 und C77 jeweils ein für die Edierung essentieller Bereich von 16 Nu-
kleotiden stromaufwärts der Edierungsposition und sechs Nukleotide stromabwärts
der Edierungsposition ermittelt werden (Farré et al., 2001; Choury et al., 2004).
Hingegen konnte von Staudinger et al. (2005) für das Hirse atp6 Transkript gezeigt
werden, dass eine Edierung aller 19 im Transkript vorhandenen Edierungspositio-
nen in Mais-Mitochondrien nur stattfindet, wenn der 5‘ untranslatierte Bereich und
der 5‘ Bereich der kodierenden Sequenz von dem Mais atp6 Transkript stammen.
Da hierbei alle Edierungspositionen des Transkriptes gleichermaßen betroffen wa-
ren, scheint es in diesem Bereich des atp6 Transkriptes eine Region zu geben, die
essentiell für die Erkennung des Transkriptes durch die Edierungsmaschinerie ist.
In einem in vitro System mit mitochondrialen Proteinextrakten wurde weiter-
hin für die erste Edierungsposition des Pisum sativum atp9 Transkriptes eine für die
Edierung essentielle Region von 20 Nukleotiden stromaufwärts identifiziert, für ei-
ne effiziente Edierung allerdings war ein 5‘ Bereich von 40 Nukleotiden notwendig
(Takenaka et al., 2004). In einem Brassica oleracea var. botrytis in vitro System
konnte diese Beobachtung bestätigt werden, allerdings wurde hier auch das Nukleo-
tid 3‘ der atp9 Edierungsposition als essentiell beobachtet (Neuwirt et al., 2005).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der 5‘ Bereich einer Edierungsposition wich-
tig ist für die Edierung einer weiteren Position 50-70 Nukleotide stromabwärts (van
der Merwe et al., 2006).
Für mehrere plastidäre RNA-Edierungspositionen wurde eine ähnliche Größe
und Lokalisation der cis-Elemente identifiziert. In transgenen Tabakpflanzen wurde
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gezeigt, dass ein Bereich von insgesamt 22 Nukleotiden, 16 Nukleotide stromauf-
wärts und fünf Nukleotide stromabwärts einer Edierungsposition im psbL Transkript
ausreichend für die Edierung der Position ist (Chaudhuri und Maliga, 1996). In ei-
nem ähnlichem Ansatz wurde von Bock et al. (1996) ein Bereich von 12 Nukleoti-
den stromaufwärts und zwei Nukleotiden stromabwärts von zwei nebeneinander lie-
genden Edierungspositionen im ndhB Transkript als ausreichend für zumindest eine
partielle Edierung nachgewiesen. Diese Ergebnisse für die ndhB und psbL Edie-
rungspositionen wurden kurz darauf in einem in vitro System von Tabak bestätigt
(Hirose und Sugiura, 2001). Weiterhin wurde in vitro für eine Edierungsposition
des Tabak rpoB Transkriptes eine Region von -20 bis +6 um die Edierungsposition
(Reed et al., 2001) und für die ndhF Edierungsposition ein Bereich von -15 bis +5
als ausreichend identifiziert (Sasaki et al., 2006).
Auch wenn somit in den Organellen für einige RNA-Edierungspositionen funk-
tionell wichtige Sequenzen identifiziert wurden, bleibt zumindest in den Mitochon-
drien bis heute unbekannt, wie das Edierungsenzym die zu edierenden Positionen
erkennt bzw. welche Faktoren diese Erkennung vermitteln. In den Plastiden hin-
gegen wurden durch in vitro Analysen Proteinfaktoren isoliert, die spezifisch an
bestimmte plastidäre Edierungspositionen binden. Hierbei handelte es sich um Pro-
teine mit Molekulargewichten von 25, 56, 70 und 95 kDa, die durch Bindung an
die cis-Elemente von RNA-Edierungspositionen aus psbL, psbE, petB, sowie ndhB
und ndhF im Falle des 95 kDa-Proteins, isoliert wurden (Hirose und Sugiura, 2001;
Miyamoto et al., 2002; Kobayashi et al., 2008).
Weiterhin ist es mittels eines genetischen Ansatzes, in welchem A. thaliana
Mutanten mit einer Beeinträchtigung der NDH-Aktivität gesucht wurden, gelungen,
zwei plastidäre trans-Faktoren der RNA-Edierung zu identifizieren. Diese kernko-
dierten Proteine CRR4 und CRR21 sind essentielle Faktoren für die RNA-Edierung
der Edierungspositionen 1 und 2 des ndhD Transkriptes und gehören beide der „pen-
tatricopeptide repeat” (PPR)-Proteinfamilie an (Kotera et al., 2005; Okuda et al.,
2006, 2007). Die PPR-Proteinfamilie aus A. thaliana zählt mehr als 450 Mitglie-
der, die durch 2-26 35-Aminosäure-Wiederholungen charakterisiert sind, welche die
Anordnung einer sogenannten „tandem array” Struktur aufweisen (Delannoy et al.,
2007). Für das CRR4 konnte eine spezifische Bindung an die direkte Sequenzum-
gebung der RNA-Edierungsposition ndhD-1 im Bereich von 25 Nukleotiden strom-
aufwärts und zehn Nukleotiden stromabwärts gezeigt werden (Okuda et al., 2006).
Die hier identifizierten PPR-Proteine scheinen keine enzymatische Aktivität zu ha-
ben, sondern eine Funktion bei der Heranführung der beteiligten Enzyme an die
korrekten Positionen in dem Transkript.
1 Einleitung 13
1.3 Problemstellung
Der Prozess der RNA-Edierung in den Mitochondrien Höherer Pflanzen ist bis heu-
te nicht vollständig aufgeklärt. In den letzten Jahren wurden mittels in vitro- und
in organello-Analysen für einige RNA-Edierungspositionen die für die Edierung
notwendigen Nukleotide in der direkten Sequenzumgebung der Edierungsposition
identifiziert (Takenaka et al., 2008). Dass auch weiter entfernt liegende 5‘ Bereiche
Einfluss auf die Edierung aller im Transkript vorhandenen Edierungspositionen ha-
ben kann, wurde in Staudinger, Bolle und Kempken (2005) gezeigt. Bislang sind
allerdings keine an der RNA-Edierung beteiligten Proteine in den Mitochondrien
von Pflanzen identifiziert worden.
Durch die Etablierung von in organello Systemen für isolierte Mitochondri-
en aus den monokotylen Pflanzen Mais und Hirse durch Staudinger und Kempken
(2003, 2004) wurde die Analyse der Prozessierung von fremden Transkripten in den
Mitochondrien ermöglicht. Mit dieser Methode wird Fremd-DNA in isolierte Mit-
ochondrien eingebracht, und während einer anschließenden in organello Inkubation
werden die fremden Transkripte synthetisiert und prozessiert. Um die Prozessie-
rung von Transkripten verschiedener Pflanzen in Mitochondrien sowohl aus mono-
als auch aus dikotylen Pflanzen untersuchen zu können, sollten im Rahmen dieser
Arbeit in organello Systeme für Mitochondrien aus den dikotylen Pflanzen Brassica
oleracea var. botrytis und Arabidopsis thaliana etabliert werden. Mittels dieser Sys-
teme sollte das Spleißen und die Edierung von Transkripten verschiedener mono-
und dikotyler Pflanzen analysiert werden. Weiterhin sollten die Transkripte von in
vitro mutierten Genen mit eingeführten, fremden Edierungspositionen in organello
auf Edierung analysiert werden. Durch die Analyse der RNA-Edierung dieser in or-
ganello synthetisierten fremden, z.T. chimären oder modifizierten Transkripte sollte
es möglich sein, Rückschlüsse auf den Mechanismus der Erkennung von Edierungs-
positionen zu ziehen.
Des Weiteren sollten im Rahmen dieser Arbeit plastidäre Sequenzen mit dar-
in enthaltenen RNA-Edierungspositionen und Introns in pflanzliche Mitochondri-
en eingebracht und die Transkripte nach der in organello Inkubation auf RNA-
Edierung und Spleißen analysiert werden. Hierdurch sollte der Frage nachgegangen
werden, inwieweit Plastiden und pflanzliche Mitochondrien ähnliche oder sogar ge-
meinsame Komponenten der RNA-Edierung und des Spleißens besitzen.
Ein sehr wichtiger Teil der Aufklärung des Prozesses der RNA-Edierung in den
Mitochondrien Höherer Pflanzen ist die Identifizierung der beteiligten Proteinfakto-
ren. Hierbei handelt es sich um das (oder die) Enzym(e) der RNA-Edierung, sowie
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eventuell um an der Erkennung der Edierungspositionen beteiligte trans-Faktoren,
um transkriptspezifische Faktoren und um weitere beteiligte Enzyme wie möglicher-
weise RNA-Helikasen. Deshalb sollte in dieser Arbeit eine Methode zur Isolierung
von spezifisch an RNA-Fragmente mit Edierungspositionen bindenden mitochon-
drialen Proteinen etabliert werden. So isolierte Proteine sollten nachfolgend mittels
einer massenspektrometrischen Analyse identifiziert werden.




Escherichia coli (K12) XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relA1 lac [F‘proAB lacqZ∆M15
Tn10 (Tetr)]c (Bullock et al., 1987);
Stratagene (La Jolla, USA)
Pflanzen:
Zea mays Linie Kampala, Nickerson SA (Paris,
Frankreich)
Arabidopsis thaliana Linie Columbia 0, Lehle Seeds (Texas,
USA)
Arabidopsis thaliana Zellkultur Linie MM1
Brassica oleracea var. botrytis aus örtlichen Supermärkten
2.1.2 Oligonukleotide
Zur Amplifikation von Transkripten in der reversen Transkription und von DNA in
der Polymerasekettenreaktion (PCR), sowie für die ortsgerichteten Mutagenese und
die Sequenzierung wurden die in Tabelle 2.1 aufgeführten DNA-Oligonukleotide
von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert. Die für die Isolierung von
RNA-bindenden Proteinen (2.2.9) verwendeten RNA-Oligonukleotide wurden von
15
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der Firma Biomers.net (Ulm) bezogen.
Tabelle 2.1: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Oligonukleotide
Name Sequenz (5‘-3‘) Spezifität (Position*)
FK351 GGGGGGGCGGCCGCGCCTTACCAC
ACCAACCACC
A. thaliana cox21, 3‘ UTR
(43199-43182)
FK357 GATTAATTGATTGGATACCCGAGAAC A. thaliana cox21 (40523-
40548)
FK416 CTGACGAGCTGTCTACTAAACG A. thaliana cox21, 3‘ UTR
(40394-40415)
FK483 AATGCAATCCCGCAAAGGATTG A. thaliana cox21 (42424-
42403), Z. mays cox23
(542174-542191)
FK550 CTGACTATAACAGTTCCGATGAGCA A. thaliana cox21 (42234-
42210)
FK638 GCGCTTTATGGCATTTCCACTATA A. thaliana cox21 (42453-
42430)




A. thaliana cox21, 3‘ UTR
(40501-40480)
FK641 CCCGGGCCTGAGGCAAAGGCGAATC A. thaliana cox21, 3‘ UTR
(39978-39995)








Z. mays cox23 (543536-
543513)
FK694 CCCGGGATGCCTAGATCC Z. mays ycf34 (46192-46181)
FK713 CCGATATCTTAGTAGATCGTGAGT
GGGTC
A. thaliana nad61 (76642-
76662)
FK718 CCTGCTTTGGTCTCTGGTTTG T. sativum5 nad6 (281214-
281194), A. thaliana1 nad6
(77235-77235), B. oleracea
var. botrytis2 (380-400) nad6
FK719 GGCTCAAGGAATGCAAGAAGTC T. sativum nad65, 3‘ UTR
(280481-280502)
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FK721 GCGAGCGAGTTAAGCCTCTA A. thaliana cox21, 3‘ UTR
(40425-40425)
FK722 CGCCTTGGGAGTACCTATTG T. sativum atpA5 (7164-7183)




A. thaliana cox21, in vitro Mu-




A. thaliana cox21, in vitro Mu-
tagenese an Position +461 des
orfs (42150-42185)
FK770 CCAGCCATTTCCGTCTTCCTT A. thaliana cox21, 5‘ UTR
(42720-42700)
FK789 CCAATCCGCATAATCTTTCAAAGTC Z. mays cox23 (543503-
543479)
FK794 GGAAATTTCATTGATAAGACCTC Z. mays ycf34 (46171-46149)
NB852 CGCTTTATGGCATTTCAACGAGC Z. mays cox23 (542142-
542164)




A. thaliana cox21, in vitro Mu-




A. thaliana cox21, in vitro Mu-
tagenese an Position +443 des
orfs (42170-42202)
NB875 CTCGTTGTACCAAGATGGAGGTAA Z. mays cox23 (543402-
543379)




A. thaliana cox21, in vitro Mu-




A. thaliana cox21, in vitro Mu-
tagenese an Position +614 des
orfs (41995-42031)
NB904 CAACTTTATGTATTCCTCTATCCGTAG Z. mays ndhB4 (131587-
131613)
NB923 TCCTTCGTAGACGTCAGGAGTC Z. mays ndhB4 (132041-
132020)
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T7-Promotorsequenz + A. tha-
liana cox21 (42828-42807 )
Die unterstrichenen Bereiche kennzeichnen Erkennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen.
Die Sequenzen stammen aus Einträgen des NCBI mit folgenden „accession no.”: 1Arabidopsis
thaliana Mitochondrion Y08501, 2Brassica oleracea var. botrytis nad6 DQ257687, 3Zea mays
Mitochondrion AY506529, 4Zea mays Chloroplast X86563, 5Triticum aestivum Mitochondrion
AP008982. * Die Positionen der Oligonukleotide sind den Sequenzeinträgen des NCBI entnommen.
orf= offener Leserahmen; UTR= untranslatierte Region.
2.1.3 Plasmide
Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.2 aufgeführt. Die ent-
sprechenden Plasmidkarten sind im Anhang dargestellt.






pCW396 kodierende Sequenz des ndhB Gens aus Z. mays mit
Intron
Wehling, 2004
pCW399 kodierende Sequenz des ndhB Gens aus Z. mays mit
Intron, 5‘ und 3‘ UTR des atp6 Gens aus Z. mays
Wehling, 2004
pCW407 kodierende Sequenz des ycf3 Gens aus Z. mays mit
Introns, 5‘ und 3‘ UTR des atp6 Gens aus Z. mays
Wehling, 2004
pHS559 in vitro Mutagenese von pTJ246 an Position 443 des
offenen Leserahmens von A. thaliana cox2 (T→C)
diese Arbeit
pHS587 kodierende Sequenz des ndhB Gens aus Z. mays ohne
Intron, 5‘ und 3‘ UTR des cox2 Gens aus A. thaliana
diese Arbeit
pMon Derivat des pBluescript, T-Klonierungsvektor Borovkov und
Rivkin, 1997
pMS403 3‘ UTR des cox2 Gens aus A. thaliana Staudinger,
2004
pMS413 5‘ und 3‘ UTR des cox2 Gens aus A. thaliana Staudinger,
2004
pNB455 in vitro Mutagenese von pTJ246 an Position 461 des
offenen Leserahmens von A. thaliana cox2 (T→C)
diese Arbeit
pNB554 5‘ UTR und kodierende Sequenz des nad6 Gens aus
A. thaliana
diese Arbeit
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pNB555 5‘ UTR und kodierende Sequenz des nad6 Gens aus
A. thaliana, 3‘ UTR des cox2 Gens aus A. thaliana
diese Arbeit
pNB569 kodierende Sequenz des ndhB Gens aus Z. mays mit
Intron, 5‘ und 3‘ UTR des cox2 Gens aus A. thaliana
diese Arbeit
pNB475 kodierende Sequenz des cox2 Gens aus Z. mays mit
Intron, 5‘ und 3‘ UTR des cox2 Gens aus A. thaliana
diese Arbeit
pNB598 in vitro Mutagenese von pTJ246 an Position 614 des
offenen Leserahmens von A. thaliana cox2 (T→C)
diese Arbeit
pSW449 nad6 Gen aus T. sativum Wulff, 2005
pSW450 kodierende Sequenz des nad6 Gens aus A. thaliana, 5‘
und 3‘ UTR des cox2 Gens aus A. thaliana
Wulff, 2005
pSW453 atpA Gen aus T. sativum Wulff, 2005
pTJ246 cox2 Gen aus A. thaliana Staudinger,
2004
2.1.4 Membranen und Filter
Cellulose-Membran Filter 0,025µm Millipore (Schwalbach)
Miracloth Calbiochem (La Jolla, USA)
2.1.5 Chemikalien
NAA (1-Naphtalen-Essigsäure) Duchefa (Haarlem, Niederlande)
Alle sonstigen in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammen soweit nicht
anders angegeben von den Firmen Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (München),
Serva (Heidelberg), Roche (Mannheim), Qiagen (Hilden), BioRad (München), Flu-
ka (München) und Merck (Darmstadt).
2.1.6 Enzyme
In der Tabelle 2.3 sind die Enzyme aufgeführt, die in dieser Arbeit verwendet wur-
den.
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Tabelle 2.3: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme
Enzym Hersteller
DNA-Polymerase I (Klenow) New England Biolabs (Frankfurt am
Main)
DNaseI (RNase-frei) Fermentas (Leon-Rot)
Pfu-DNA-Polymerase Stratagene (Heidelberg, USA)
Pwo-DNA-Polymerase Peqlab (Erlangen)
Restriktionsendonukleasen QBiogene (Heidelberg), New England
Biolabs (Frankfurt am Main)





Shrimps Alkalische Phosphatase (SAP) Roche (Mannheim)




Taq-DNA-Polymerase Eppendorf (Hamburg), New England
Biolabs (Frankfurt am Main), Molzym
(Bremen)
2.1.7 Kits
NucleoSpin Plasmid Quick Pure Macherey-Nagel (Düren)
NucleoSpin Extract II Macherey-Nagel (Düren)
NucleoBond PC 100 Macherey-Nagel (Düren)
OneStep RT-PCR Kit Qiagen (Hilden)
2.1.8 Häufig verwendete Puffer und Lösungen
TBE (10 ×) 1 M Borsäure, 20 mM EDTA, 1 M Tris-HCl, pH
8,3
MOPS (10 ×) 200 mM MOPS, 50 mM Natrium-Acetat, 10 mM
EDTA, pH 7,0
SDS-Laufpuffer (5 ×) 0,25 M Tris, 1,73 M Glycin, 0,5% (w/v) SDS
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2.1.9 Nährmedien für Escherichia coli
Für die Anzucht von E. coli wurde Luria-Bertani (LB)-Medium (1% (w/v) Tryp-
ton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl, pH 7,2-7,5) verwendet (Sambrook
et al., 1989). Zur Herstellung von Festmedium wurde dieses zusätzlich mit 2% (w/v)
Agar-Agar versetzt. Für die Selektion von Transformanten wurde dem Medium Am-
picillin (50 mg/l) zugegeben. Um eine „Blau-Weiss-Selektion” von Transformanten
auf LB-Agar-Platten durchführen zu können, wurde dem Medium der Farbstoff X-
Gal (40 mg/l) und der Induktor IPTG (0,2 M) zugegeben.
2.2 Methoden
Alle in dieser Arbeit beschriebenen gentechnischen Arbeiten sind nach der Sicher-
heitsstufe 1 (S1/B1) des Gentechnikgesetzes und der Gentechniksicherheitsverord-
nung vom 01.07.1990 durchgeführt worden.
2.2.1 Kultur- und Anzuchtsbedingungen
Escherichia coli
Die Anzucht von E. coli erfolgte über Nacht bei 37◦C in LB-Flüssigmedium unter
Schütteln (bei 280 rpm, Minitron HT Infors Schüttler) oder auf LB-Festmedium.
Zea mays
Für die Anzucht von etiolierten Maiskeimlingen wurden die Samen zunächst für
ca. 4 Stunden in Wasser vorgequollen und anschließend auf Isoself (Baustoffhandel
Max Bahr oder Baumarkt, Kiel) ausgesät. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte für
9-12 Tage im Dunkeln bei 25◦C.
Arabidopsis thaliana Zellkulturen
Die Anzucht der A. thaliana Zellkulturen erfolgte in MSMO-Flüssigmedium
(0,44% (w/v) MSMO , 3% (w/v) Saccharose, 0,5 mg/l NAA, 0,05 mg/l Kinetin,
pH 5,7) in 2 l-, 1 l- oder 500 ml-Erlenmeyerkolben. Zu dem Medium wurde ca. 1/10
Volumen einer 7 Tage alten A. thaliana-Vorkultur zugegeben und unter Schütteln
(130 rpm) bei 25◦C und im Dunkeln für 7 Tage inkubiert.
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2.2.2 Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli-Zellen
Für die selektive Anzucht des E. coli (K12) XL1-Blue Stammes wurde 1 l LB-
Medium (2.1.9) mit Tetracyclin (12,5 mg/l) versetzt und 1%ig mit einer über-Nacht-
Vorkultur angeimpft. Unter Schütteln (220 rpm) bei 37◦C wurde die E. coli-Kultur
inkubiert bis eine optische Dichte von OD595 0,5 - 0,6 erreicht war. Die Kultur
wurde dann für 15 bis 30 min auf 4◦C abgekühlt und bei 4500 rpm (JLA16.250-
Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman Coulter) für 15 min bei 4◦C zentrifugiert. Der
Überstand wurde verworfen und das Sediment in 4◦C kaltem, sterilem Wasser ge-
waschen. Der Zentrifugations- und der Waschschritt wurden wiederholt und das Se-
diment anschließend in 20 ml kaltem 10%igem (v/v) Glycerin aufgenommen. Es
folgte eine Zentrifugation bei 5500 rpm (JA25.50-Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman
Coulter) für 15 min bei 4◦C. Das Sediment wurde in 10%igem (v/v) Glycerin bis
zu einem Endvolumen von 2-3 ml resuspendiert und anschließend aliquotiert. Die
elektrokompetenten Zellen wurden bis zum Gebrauch bei -80◦C gelagert.
2.2.3 Isolierung pflanzlicher Mitochondrien
Zea mays
Die Isolierung der Mitochondrien erfolgte aus 9-12 Tage alten etiolierten Mais-
keimlingen in abgewandelter Form nach Newton (1994). Alle Arbeiten wurden bei
4◦C durchgeführt. Zunächst wurde das Frischgewicht der Maiskeimlinge bestimmt.
Anschließend erfolgte der Zellaufschluß mit 2-3 ml Puffer A (0,5 M Saccharose,
0,05 M Tris, 0,005 M EDTA, 0,1% (w/v) BSA, 0,0175% (v/v) β-Mercaptoethanol,
pH 7,5) pro g Maiskeimlinge im Mixer (Kenwood electronics). Hierbei wurde drei-
bis viermal für ca. 10 s bei maximaler Stufe gemixt und anschließend die groben
Bestandteile in einer Filtration durch vier Lagen Mull abgetrennt. Zur Anreiche-
rung der Mitochondrien erfolgte eine differentielle Zentrifugation. Hierbei wurde
zunächst für 10 min bei 1000 × g (JLA16.250-Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman
Coulter) zentrifugiert um Zellkerne und Zelltrümmer aus der Suspension zu entfer-
nen. Durch eine erneute Zentrifugation des Überstandes für 20 min bei 15750 × g
(JLA16.250-Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman Coulter) wurden dann die Mitochon-
drien sedimentiert. Das Sediment wurde vorsichtig mit Hilfe eines Pinsels in Puffer
A resuspendiert und auf diskontinuierliche Saccharosegradienten (je Gradient: 8 ml
52%, 10 ml 40%, 10 ml 36% und 4 ml 20% (w/v) Saccharose in Puffer A ohne β-
Mercaptoethanol) aufgetragen. In der darauf folgenden Ultrazentrifugation in einem
Ausschwingrotor (Rotor TST28.38, Centrikon T-1065, Kontron) bei 24000 rpm für
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eine Stunde konnten die Mitochondrien aufgereinigt werden. Die Mitochondrien-
bande befand sich nach der Ultrazentrifugation an der Grenze zwischen der 52%igen
und der 40%igen Saccharoselösung. Die Mitochondrienbande wurde vorsichtig ent-
nommen und anschließend mit Puffer A (ohne β-Mercaptoethanol) verdünnt. Es
folgte eine Zentrifugation bei 15750 × g (JA25.50-Rotor, Avanti J-20 XP, Beck-
man Coulter) für 20 min. Das so erhaltene Sediment aus Mitochondrien wurde in
Puffer A (ohne β-Mercaptoethanol) vorsichtig mit einem Pinsel resuspendiert. Es er-
folgte eine Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (1976) mit dem Rea-
genz „Biorad Protein Assay” (Biorad, München). Sofern die Mitochondrien nicht
sofort verwendet wurden, wurde die Suspension mit Glycerin (10% Endkonzentra-
tion) versetzt und bei -80◦C gelagert.
Brassica oleracea var. botrytis
Die Isolierung der Mitochondrien erfolgte nur aus dem nicht-grünen Material der
Blumenkohl-Infloreszenzen. Sofern nicht anders angegeben erfolgte die Durchfüh-
rung wie bei der Isolierung von Mitochondrien aus Zea mays beschrieben. Im Unter-
schied zu der Mitochondrienisolierung aus Maiskeimlingen wurden die Mitochon-
drien aus Blumenkohl-Infloreszenzen im zweiten Zentrifugationsschritt der diffe-
rentiellen Zentrifugation bei 11000 × g sedimentiert. Die Sedimentation der Mit-
ochondrien nach der Ultrazentrifugation und der anschließenden Verdünnung mit
Puffer A fand ebenfalls bei 11000 × g statt.
Bei anschließender Extraktion von Proteinen aus den Mitochondrien (siehe
2.2.8) wurde die Anzahl der Schritte der differentiellen Zentrifugation erhöht um
Kernkontaminationen zu verringern. Hierfür wurde für jeweils 10 min zunächst bei
600 × g, danach bei 1300 × g und zuletzt bei 2100 × g (JLA16.250-Rotor, Avanti
J-20 XP, Beckman Coulter) zentrifugiert und jeweils mit dem Überstand weitergear-
beitet. Anschließend erfolgte die schon erwähnte Sedimentation der Mitochondrien
bei 11000 ×g. Weiterhin wurde die aufgereinigte Mitochondriensuspension bei ei-
ner nachfolgenden Proteinextraktion ohne Zugabe von Glycerin bei -80◦C gelagert.
Arabidopsis thaliana Zellkulturen
Soweit nicht anders angegeben erfolgte die Isolierung von Mitochondrien aus A. tha-
liana Zellkulturen wie bei der Isolierung von Mitochondrien aus Z. mays beschrie-
ben. Die A. thaliana-Zellen wurden zunächst für 10 min bei 5000 × g (JLA16.250-
Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman Coulter) abzentrifugiert und anschließend ausge-
wogen. Für den Zellaufschluß wurden die Zellen drei- bis viermal für je 15 s mit
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Puffer A gemixt. Nach der Filtration durch 4 Lagen Mull erfolgte eine weitere Fil-
tration durch 2 Lagen Miracloth. Bei der anschließenden differentiellen Zentrifuga-
tion wurde zunächst für 10 min bei 2000 × g zentrifugiert, anschließend für 10 min
bei 5500× g, und zur Sedimentation der Mitochondrien bei 14300× g (JLA16.250-
Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman Coulter) für 20 min. Die Sedimentation der Mit-
ochondrien nach der Ultrazentrifugation und der anschließenden Verdünnung mit
Puffer A fand ebenfalls bei 14300 × g statt. Bei einer nachfolgenden Proteinex-
traktion aus den Mitochondrien wurden diese ohne Zugabe von Glycerin bei -80◦C
gelagert.
2.2.4 Elektroporation von Escherichia coli
Für die Transformation von E.coli-Zellen wurden elektrokompetente Zellen (siehe
2.2.2) verwendet und mit dem „Gene Pulser II” (BioRad, München) in Elektropora-
tionsküvetten mit einer Spaltbreite von 2 mm (BioRad, München) elektroporiert. Bei
den Elektroporationsbedingungen handelte es sich um einen Widerstand von 200 Ω,
25 µF Kapazität und einer Feldstärke von 2,5 kV/cm. Es wurde 50-200 ng Plasmid-
DNA oder 3 µl eines zuvor aufgereinigten Ligationsansatzes transformiert. Sofort
im Anschluß an die Transformation erfolgte die Zugabe von 1 ml SOC-Medium
(2% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 2,5 mM
KCl, 10 mM MgSO4, 10 mM Laktose, pH 7,5). Nach einer Inkubation von 10 min
bei Raumtemperatur wurde der Transformationsansatz auf Selektionsmedium (siehe
2.1.9) ausgestrichen.
2.2.5 Elektroporation isolierter Mitochondrien
Die Elektroporation isolierter, pflanzlicher Mitochondrien erfolgte in Anlehnung an
das Protokoll für die Elektroporation tierischer Mitochondrien (Collombet et al.,
1997). Alle Schritte wurden bei 4◦C durchgeführt. Die isolierten Mitochondrien
wurden zunächst dreimal mit 0,6 M Saccharoselösung gewaschen und jeweils durch
eine anschließende Zentrifugation für 10 min bei 10000 rpm (F2402-Rotor, GS-
15R, Beckman Coulter) sedimentiert. Das Sediment aus dem letzten Waschschritt
wurde in ca. 30-40 µl 0,6 M Saccharoselösung resuspendiert. Je Transformations-
ansatz wurden 3 µg Plasmid-DNA eingesetzt, sowie eine Mitochondrienmenge die
1200 µg mitochondrialem Protein entsprach. Nach Zugabe der DNA erfolgte die
Elektroporation durch den „Gene Pulser II” (BioRad, München) in Elektroporati-
onsküvetten mit einer Spaltbreite von 1 mm (BioRad, München). Die Elektroporati-
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on wurde durchgeführt mit einem Widerstand von 400 Ω, einer Kapazität von 25 µF
und einer Feldstärke von 1,8 kV. Anschließend wurden die Mitochondrien in 0,6 M
Saccharoselösung aufgenommen und durch eine Zentrifugation bei 10000 rpm für
10 min (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) sedimentiert.
2.2.6 In organello Inkubation isolierter Mitochondrien
Die in organello Inkubation der elektroporierten Mitochondrien erfolgte in Anleh-
nung an das Protokoll von Enrìquez et al. (1996). Die Mitochondrien wurden zu-
nächst in in organello-Puffer (25 mM Saccharose, 75 mM Sorbitol, 100 mM KCl,
10 mM K2HPO4, 0,05 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 10 mM L-Glutamat, 2,5 mM L-
Malat, 10 mM Tris, 0,1 % (w/v) BSA, 1 mM ADP, pH 7,4) gewaschen und danach
durch eine Zentrifugation bei 10000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter)
für 10 min bei 4◦C sedimentiert. Anschließend erfolgte eine dreistündige Inkubation
der Mitochondrien im in organello-Puffer bei 25◦C. Durch eine Zentrifugation bei
10000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) für 10 min bei 4◦C wurden
die Organellen nach der Inkubation sedimentiert.
2.2.7 Isolierung von Nukleinsäuren
Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli
Die Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab erfolgte mit dem „Nucleo-
Spin Plasmid Quick Pure”-Kit von Macherey-Nagel (Düren) ausgehend von 2,5 ml
einer E. coli-Übernachtkultur nach Angaben des Herstellers. Für die Präparation
von größeren Mengen Plasmid-DNA wurde das „NucleoBond PC 100”-Kit von
Macherey-Nagel (Düren) verwendet. Hierbei wurde eine 30 ml E. coli-Übernacht-
kultur für die Isolierung von Plasmid-DNA verwendet und ebenfalls nach Angaben
des Herstellers vorgegangen.
Isolierung von Gesamt-DNA aus Pflanzen
Die Isolierung von Gesamt-DNA erfolgte in Anlehnung an das Protokoll für DNA-
Isolierung aus Pilzmycel von Lecellier und Silar (1994). Zunächst wurde das Pflan-
zenmaterial mit flüssigem Stickstoff in einem Mörser zu feinem Pulver zerrieben.
Dieses wurde mit Lysepuffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 2%
(w/v) SDS, pH 8,0) versetzt, und zur Denaturierung der Proteine wurde sofort an-
schließend das gleiche Volumen an Phenol zugegeben. Es wurde gemischt und bei
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14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) für 5 min zentrifugiert. Der
Überstand wurde abgenommen und zur Abtrennung der Proteine mit dem gleichen
Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) ausgeschüttelt. Es folgte ei-
ne erneute Zentrifugation bei 14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coul-
ter) für 5 min. Im Folgenden wurden diese beiden Schritte wiederholt bis keine
denaturierten Proteine mehr in der Interphase zu sehen waren. Durch eine nachfol-
gende Zugabe des Enzyms RNase A (Roth, Karlsruhe), sowie eine Inkubation bei
37◦C für 30 min, sollte die vorhandene RNA abgebaut werden. Zur Inaktivierung
und Entfernung des Enzyms wurde anschließend erneut mit Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1) ausgeschüttelt und bei 14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R,
Beckman Coulter) für 5 min zentrifugiert. Um den Überstand von Phenolresten zu
befreien wurde dieser mit Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) ausgeschüttelt und bei
14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) für 5 min zentrifugiert. Die
Fällung der DNA erfolgte mit 2,5 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen 8 M NH4-
Acetat für mindestens 30 min bei -80◦C. Durch eine Zentrifugation bei 14000 rpm
(F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) für 15 min (bei 4◦C) wurde die ausge-
fällte DNA präzipitiert. Im Anschluß wurde das Präzipitat mit 70%igem Ethanol
gewaschen und in 50 µl Wasser oder 10 mM Tris-HCl pH 8,0 resuspendiert.
Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen
Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte abgewandelt nach Hoge et al. (1982). Das
Pflanzenmaterial wurde in einem Mörser mit Stickstoff zerrieben und die Pflanzen-
zellen durch Zugabe von kochendem Lysepuffer (0,2 M Borsäure, 30 mM EDTA,
1% (w/v) SDS, pH 9,0) aufgeschlossen. Anschließend wurde das gleiche Volumen
60◦C warmen Phenols zugegeben und für 10 min bei 14000 rpm (F2402-Rotor,
GS-15R, Beckman Coulter) zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, und
durch eine Phenolysierung wurden die Proteine entfernt. Die Fällung der Nukle-
insäuren erfolgte durch Zugabe von 2,5 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen 8 M
NH4-Acetat und einer Inkubation von mindestens 30 min bei -80◦C. Durch eine
Zentrifugation bei 14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) für 15 min
(bei 4◦C) wurden die Nukleinsäuren präzipitiert. Es folgte ein Waschschritt mit
70%igem Ethanol und nach Resuspension des Präzipitats in Wasser eine selekti-
ve Fällung der RNA mit 2 M LiCl bei 4◦C über Nacht. Die ausgefällte RNA wur-
de bei 14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) für 15 min (bei 4◦C)
abzentrifugiert und anschließend mit 70%igem Ethanol gewaschen und in Wasser
resuspendiert.
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Isolierung von Nukleinsäuren aus Mitochondrien
Zur Isolierung von Nukleinsäuren aus Mitochondrien wurden die sedimentierten
Mitochondrien (siehe 2.2.6) mit 200 µl kochendem RNA-Lysepuffer (0,2 M Borsäu-
re, 30 mM EDTA, 1% (w/v) SDS, pH 9,0) lysiert. Anschließend wurde zur Entfer-
nung der Proteine eine Phenolysierung durchgeführt. Die Fällung der Nukleinsäu-
ren erfolgte mit 2,5 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen 8 M NH4-Acetat für min-
destens 30 min bei -80◦C. Die ausgefällten Nukleinsäuren wurden bei 14000 rpm
(F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) für 15 min (bei 4◦C) abzentrifugiert und
mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die so erhaltene DNA wurde in Wasser resus-
pendiert. Zur Isolierung von RNA wurde eine selektive Fällung mit 2 M LiCl bei
4◦C über Nacht angeschlossen. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 14000 rpm
(F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) für 15 min (bei 4◦C) wurde die präzipi-
tierte RNA zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen und in DEPC-behandeltem
Wasser resuspendiert.
2.2.8 Extraktion mitochondrialen Proteins aus Brassica
oleracea var. botrytis und aus Arabidopsis thaliana
Zellkulturen
Die Proteinextraktion aus isolierten Mitochondrien erfolgte in abgewandelter Form
nach Takenaka und Brennicke (2007). Alle Arbeiten wurden bei 4◦C durchgeführt.
Zur Lyse der Mitochondrien wurde 1/2 Volumen kalten Extraktionspuffers (30 mM
HEPES-KOH, 3 mM Mg-Acetat, 2 M KCl, 0,2 % Triton X-100, 1 mM DTT, pH
7,7) zugegeben und 30 min inkubiert. Im Anschluß wurde für 30 min bei 60000× g
(Rotor TFT70.38, Centrikon T-1065, Kontron) zentrifugiert und der Überstand ge-
gen 300 ml Dialysepuffer (30 mM HEPES-KOH, 3 mM Mg-Acetat, 45 mM Kalium-
Acetat, 30 mM Ammonium-Acetat, 1 mM DTT, pH 7,7) für insgesamt fünf Stunden
dialysiert. Der Dialysepuffer wurde hierbei stündlich durch frischen ersetzt. In einer
anschließenden Lyophilisierung wurde der Proteinextrakt konzentriert. Die Bestim-
mung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (1976).
2.2.9 Isolierung RNA-bindender Proteine durch
Biotin-Streptavidin-Interaktion
Diese Methode beruht auf der spezifischen Affinität von Biotin für Streptavidin. Es
wurden Streptavidin-beschichtete paramagnetische Partikel („Streptavidin Magne-
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spherer Paramagnetic Particles” von Promega GmbH, Mannheim) verwendet um
Proteine zu isolieren, die spezifisch mit einem Biotin-markierten RNA-Fragment in-
teragieren. Hierfür wurden 2-3 mg mitochondrialen lyophilisierten Proteinextrakts
(siehe 2.2.8) in einem möglichst geringen Volumen (100-200 µl) Inkubationspuffer
(30 mM HEPES-KOH, 3 mM Mg-Acetat, 45 mM K-Acetat, 30 mM NH4-Acetat,
2 mM DTT, 1% (v/v) Polyethylenglycol 6000, 2,5% (v/v) Glycerin, 0,1% (v/v) Tri-
ton X-100, 15 mM ATP, 120 U RNase-Inhibitor, 1 × Proteinase-Inhibitor, pH 7,7)
aufgenommen. Im Folgenden sollten zunächst im Proteinextrakt vorhandene in vivo
biotinylierte Proteine, sowie andere Proteine die an die paramagnetischen Partikel
direkt binden, entfernt werden. Hierfür wurden in 50 µl Inkubationspuffer vorliegen-
de paramagnetischen Partikel (0,6 mg, vorbereitet nach Angaben des Herstellers)
zu dem Proteinextrakt zugegeben und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Alle
1-2 min wurde vorsichtig durch Invertieren gemischt und anschließend wurde das
Reagenzgefäß in einen magnetischen Stand gestellt, so dass der mitochondriale Pro-
teinextrakt von den paramagnetischen Partikeln und den daran bindenden Proteinen
getrennt werden konnte.
Zur Reduzierung von unspezifisch an RNA bindenden Proteinen wurde im Fol-
genden Hefe-RNA (100 µg Hefe-RNA/ml Proteinextrakt) zu dem Proteinextrakt
gegeben und 15 min bei 4◦C inkubiert. Anschließend wurden erneut vorbereitete
paramagnetische Partikel mit dem Proteinextrakt für 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert und in einem magnetischen Stand wieder abgetrennt. Nach einer Rena-
turierung der Biotin-markierten RNA-Fragmente zur Ausbildung der korrekten Se-
kundärstruktur (3 min bei 65◦C, 10 min bei 37◦C) wurden 500 pmol der Biotin-
markierten RNA dem vorbereiteten Proteinextrakt zugegeben. Während der folgen-
den einstündigen Inkubation bei 4◦C wurden die RNA-Protein-Komplexe gebildet.
Im Anschluß wurde Heparin zu dem Extrakt zugegeben (2 µg Heparin/µl Protein-
extrakt) und es wurde weitere 10 min inkubiert. Nach der Zugabe von vorbereiteten
paramagnetischen Partikeln und einer Inkubation von 20 min bei Raumtempera-
tur erfolgte die Abtrennung der Partikel und der daran bindenden RNA-Protein-
Komplexe in einem magnetischem Stand. Die paramagnetischen Partikel wurden
im Folgenden insgesamt sechsmal mit Inkubationspuffer gewaschen. Hierbei wur-
den die Partikel für jeden Waschschritt in 500 µl Inkubationspuffer verteilt und nach
einer kurzen Inkubationsphase wieder in einem magnetischem Stand gesammelt.
Die Elution der Proteine erfolgte durch zunächst eine 20-minütige Inkubation
der paramagnetischen Partikel in SDS-Elutionspuffer (2% (w/v) SDS, 50 mM Tris-
HCl, 5% (v/v) β-Mercaptoethanol oder 50 mM DTT, 10% (v/v) Glycerin, pH 6,8)
bei 60◦C, sowie daran anschließend einer 2-minütigen Inkubation der Partikel mit
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SDS-Elutionspuffer in einem kochendem Wasserbad. Nach Abtrennung der magne-
tischen Partikel wurden die gesammelten Überstände aus beiden Elutionsschritten
für 5-10 min bei 12000× g (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) und 4◦C zen-
trifugiert um letzte Partikel zu entfernen. Das Eluat wurde bis zur denaturierenden
Gelelektrophorese bei -80 ◦C gelagert.
2.2.10 Gelelektrophorese
Gelelektrophorese von DNA
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte in 1%igen Agarosegelen in
1× TBE-Puffer (siehe 2.1.8). Hierfür wurde die DNA zu 20% mit Ladepuffer (40%
(w/v) Saccharose oder 30% (v/v) Glycerin, 50 mM EDTA, 0,001% (w/v) Brom-
phenolblau) versetzt. Zur Anfärbung der DNA wurde das Gel mit 0,3 mg Ethidium-
bromid/ml versetzt. Als Größenstandard diente ein 100-5000 bp-Marker (MBBL,
Bielefeld) oder mit HindIII hydrolysierte λ-DNA (MBBL, Bielefeld).
Gelelektrophorese von RNA
Die elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgte in 1,2%igen Formaldehyd-
Agarosegelen mit 1 × MOPS-Puffer (siehe 2.1.8). Vor dem Auftrag auf das Gel
wurde die RNA mit Ladepuffer (50% (v/v) Formamid, 3% (v/v) Glycerin, 16% (v/v)
Formaldehyd, 4,5% (v/v) 10 × MOPS, 0,7% (w/v) Bromphenolblau) versetzt und
für 10 min bei 65◦C inkubiert um Sekundärstrukturen aufzulösen.
Denaturierende Gelelektrophorese von Proteinen
Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese erfolgte unter denatu-
rierenden Bedingungen leicht abgewandelt nach Lämmli (1970). Die Gele waren
wie in Tabelle 2.4 angegeben zusammengesetzt. Die Proteinproben wurden vor dem
Gelauftrag mit SDS-Probenpuffer (entweder 2 × oder 8 × Probenpuffer, Endkon-
zentration: 6,7% (w/v) SDS, 16,7% (v/v) Glycerin, 9,2 mM Tris-HCl, 3,3% (v/v)
β-Mercaptoethanol, 0,001% (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8) versetzt und für 10 min
bei 95◦C denaturiert. Die Proben hingegen, mit denen im Anschluß eine MALDI-
TOF/TOF-Massenspektrometrie durchgeführt werden sollte, wurden vor dem Auf-
trag auf das Gel nach Zugabe des Probenpuffers für 15 min bei 70◦C inkubiert,
anschließend wurde 1 M Iodacetamid zugegeben (Endkonzentration: 150 mM), und
es wurde für 20 min bei 45◦C inkubiert.
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1,1 ml 5,0 ml 1,65 ml 7,5 ml
1,875 M Tris-HCl pH 8,8 - 3,75 ml - 5,63 ml
0,6 M Tris-HCl pH 6,8 1 ml - 1,5 ml -
10% (w/v) SDS 100 µl 150 µl 150 µl 225 µl
10% (v/v) APS 50 µl 75 µl 75 µl 112,5 µl
TEMED 7,5 µl 20 µl 11,25 µl 30 µl
Wasser 7,82 ml 6,25 ml 11,73 ml 9,38 ml
Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 5%igem
Sammelgel und einem 10%igem Trenngel in vertikalen Elektrophoresekammern in
1× SDS-Laufpuffer (2.1.8). Als Größenstandard wurde der „DALTON MARK VII-
L” (Sigma, München) verwendet.
2.2.11 Coomassie-Färbung von SDS-Polyacrylamidgelen
Die Polyacrylamidgele wurden für eine Stunde in der Coomassie-Färbelösung (45%
(v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsäure, 0,5% (w/v) Coomassie Brillant-Blue R-250
oder G-250) inkubiert. Die Entfärbung erfolgte mit Entfärbelösung (40% (v/v) Etha-
nol, 10% (v/v) Essigsäure) für mehrere Stunden oder über Nacht, bis die Protein-
banden deutlich sichtbar waren.
2.2.12 Silber-Färbung von SDS-Polyacrylamidgelen
Die Polyacrylamidgele wurden für 30 min bis über Nacht in Lösung 1 (50% (v/v)
Methanol, 12% (v/v) Essigsäure, 0,019% (v/v) Formaldehyd) fixiert. Im Anschluss
wurden die Gele zunächst dreimal für 10-20 min in 50% (v/v) Methanol und an-
schließend für 1 min in einer 0,013%igen (w/v) Thiosulfat-Lösung geschwenkt. Es
folgten drei Waschschritte in Wasser für jeweils 20 s. Die Gele wurden nun für
20 min in der Färbelösung (0,2% (w/v) AgNO3, 0,075% (v/v) Formaldehyd) inku-
biert und anschließend erneut zweimal für jeweils 20 s in Wasser gewaschen. In
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dem darauf folgenden Entwicklungsschritt wurde das Gel solange in der Entwick-
lerlösung (6% (w/v) Na2CO3, 0,05% (v/v) Formaldehyd, 0,002% (w/v) Thiosulfat)
inkubiert, bis die gewünschte Bandenstärke erreicht war. Die Reaktion wurde durch
zwei Waschschritte mit Wasser und eine anschließende Inkubation in 50% (v/v) Me-
thanol und 12% (v/v) Essigsäure für 10-15 min gestoppt.
2.2.13 Probenvorbereitung für
MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie
Bei der Probenvorbereitung für die MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie wur-
de bei allen Schritten darauf geachtet die Kontamination mit Fremdproteinen wie
Keratin und Kollagen so gering wie möglich zu halten. Aus diesem Grund wur-
den alle Arbeitsschritte mit Laborhandschuhen und zum Teil auch mit Haarschutz
durchgeführt. Die zu analysierenden Proteine wurden reduziert und alkyliert und in
einer diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt (siehe
2.2.10). Die mit Coomassie- oder Silberfärbung sichtbar gemachten Proteine wur-
den ausgeschnitten und die Gelstücke dreimal in Wasser gewaschen. Anschließend
wurde zunächst 100 µl einer 1:1-Mischung aus Acetonitril und 0,025 M NH4HCO3,
dann nach Entfernung des Überstandes 100 µl Acetonitril zugegeben und erneut der
Überstand abgenommen. Es folgte die proteolytische Spaltung der Proteine im Gel
durch Zugabe von 20 µl einer Trypsin-Verdünnung (0,03125 µg Trypsin/µl 5 mM
NH4HCO3, pH 7,9) und einer Inkubation über Nacht bei 37◦C. Durch Zugabe von
20 µl einer Mischung aus 0,3% Trifluoressigsäure und Acetonitril wurde die pro-
teolytische Spaltung gestoppt und die Peptide aus den Gelstücken eluiert. Die Gel-
stücke wurden für 10 min im Ultraschall-Wasserbad behandelt und anschließend für
10 min bei 1500 rpm geschüttelt. Der Überstand wurde abgenommen und durch eine
Zugabe von 20 µl Acetonitril zu den Gelstücken erfolgte ein zweiter Elutionsschritt.
Die Überstände wurden vereinigt und das Volumen im Vakuumkonzentrator (Sa-
vant SpeedVac, ThermoScientific, Langenselbold) reduziert. Anschließend wurden
die Peptide in einer Mischung aus 0,1% Trifluoressigsäure und 5% Acetonitril gelöst
und erneut eine Ultraschallbehandlung für 10 min durchgeführt. Zur Entsalzung der
Peptide wurden diese dreimal in PerfectPureTM C-18 Tips (Eppendorf, Hamburg)
mit 0,1%iger Trifluoressigsäure gewaschen. Im Anschluß wurden die Peptide mit
0,5 µl Matrixlösung (8 mg/ml α-Cyanohydroxyzimtsäure in Acetonitril und 0,3%
Trifluoressigsäure im Verhältnis 65:35) aus den PerfectPureTM C-18 Tips eluiert
und mit der Matrixlösung direkt auf die MALDI-Platte aufgetropft.
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2.2.14 Reinigung und Gelelution von DNA
Die Reinigung von PCR-Produkten und Ligationen, sowie die Elution von DNA
aus einem Agarosegel erfolgte mit dem „NucleoSpin Extract II”-Kit von Macherey-
Nagel (Düren) nach Angaben des Herstellers.
2.2.15 Hydrolyse von DNA
Die Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen erfolgte in dem vom
Hersteller empfohlenen Puffer nach Sambrook et al. (1989).
2.2.16 Dephosphorylierung von DNA
Die Dephosphorylierung von hydrolysierter Vektor-DNA vor Ligationen (ausge-
nommen bei Klonierungen von PCR-Fragmenten) wurde unter Verwendung des
Enzyms Shrimps Alkalische Phosphatase (SAP) von Roche (Mannheim) nach dem
Protokoll des Herstellers durchgeführt. Eine Dephosphorylierung erfolgte um Reli-
gationen der Vektor-DNA zu verhindern.
2.2.17 Ligation von DNA-Fragmenten
Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit der T4-DNA-Ligase (New Eng-
land Biolabs, Frankfurt am Main) nach Angaben des Herstellers. Bei Klonierung
von Taq-PCR-Fragmenten wurde der mit der Restriktionsendonuklease XcmI hy-
drolysierte Klonierungsvektor pMon (Borovkov und Rivkin, 1997) verwendet, für




Die Polymerasekettenreaktion wurde verändert nach Saiki et al. (1988) und Ka-
wasaki und Wang (1989) durchgeführt. Zur Amplifikation von Gesamt-DNA oder
Plasmid-DNA wurden jeweils 10-1000 ng oder 0,1-15 ng DNA eingesetzt. Der
PCR-Ansatz enthielt 1 × PCR-Puffer (mit 1,5-2 mM MgCl2 oder MgSO4 als End-
konzentration), 100 mM je dNTP, 5 pmol je Oligonukleotid, 1-1,25 Units Taq-
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Polymerase (siehe 2.3), im Falle der MolTaq zusätzlich 0,5 µl vom Hersteller ge-
stellter Enhancer (Information über Zusammensetzung liegt nicht vor) und Wasser
in einem Endvolumen von 50 µl. Bei der Verwendung der Pfu- oder Pwo-DNA-
Polymerase (siehe 2.3) mit 3‘ 5‘ Exonuklease-Aktivität („proofreading”-Funktion),
wurden abweichend davon insgesamt 100-750 ng Gesamt-DNA oder 0,1-30 ng
Plasmid-DNA, 50-100 mM je dNTP, 25-50 pmol je Oligonukleotid und 2-2,5 Units
Enzym eingesetzt. Bei den verwendeten PCR-Geräten handelte es sich um den
„PTC-100T M” (MJ Research, Inc., Hess, Oldendorf), den „Minicycler” (MJ Rese-
arch, Inc., Hess, Oldendorf) und den „Mastercycler gradient” (Eppendorf, Ham-
burg). Das Standard-PCR-Programm begann mit einer Anfangs-Denaturierung von
2 min bei 94◦C. Es schlossen sich 40-45 Zyklen von 1 min 94◦C Denaturierung,
1 min 55-65◦C (Temperatur variierte in Abhängigkeit der verwendeten Oligonukleo-
tide) Anlagerung der Oligonukleotide und der Elongation bei 72◦C (1 min/1000 bp
bei Verwendung einer Taq-Polymerase, ansonsten nach Angaben des Herstellers)
an. Im Folgenden wurde ein anschließender Elongationsschritt für 5 min bei 72◦C
durchgeführt. Bei Verwendung der Pfu- oder Pwo-Polymerase wurde eine Elongati-
onstemperatur von 68◦C gewählt. Wenn Oligonukleotide verwendet wurden, die Er-
kennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen beinhalteten, wurden zunächst
drei bis sechs Zyklen mit einer für die Oligonukleotide ohne Erkennungssequenz
optimalen Anlagerungstemperatur durchgeführt und anschließend 30-40 Zyklen mit
einer Anlagerungstemperatur optimal für die Oligonukleotide mit Erkennungsse-
quenz.
Reverse-Transkription-PCR („OneStep” RT-PCR)
Die cDNA-Amplifikation von Gesamt-RNA erfolgte mit dem „OneStep” RT-PCR
Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Zuvor wurde die RNA mit einer
RNase-freien DNase I (Fermentas, Leon-Rot) behandelt um DNA-Rückstände zu
entfernen. Der vollständige Abbau der DNA wurde in einer PCR mit spezifischen
Oligonukleotiden überprüft.
2.2.19 In vitro Mutagenese von Plasmid-DNA
Die Erzeugung von Punktmutationen durch ortsgerichtete Mutagenese wurde in ei-
ner PCR mit einer DNA-Polymerase mit „proofreading”-Funktion (Pfu- oder Pwo-
DNA-Polymerase, siehe 2.3) durchgeführt. Mit spezifischen Oligonukleotiden, wel-
che an der entsprechenden Position die Punktmutation aufwiesen, wurden von Plas-
mid-DNA DNA-Fragmente mit der gewünschten Punktmutation erzeugt. Durch Zu-
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gabe der methylierungssensitiven Restriktionsendonuklease DpnI (QBiogene, Hei-
delberg) wurde die Plasmid-DNA anschließend hydrolysiert und die DNA-Frag-
mente mit erzeugter Punktmutation nach einer Aufreinigung über einen Membran-
Filter (2.1.4) in E. coli-Zellen transformiert (2.2.4).
2.2.20 In vitro Transkription
Die Synthese von RNA in einer in vitro Transkription erfolgte mit dem „T7 Trans-
cription Kit” (Fermentas, Leon-Rot) nach Angaben des Herstellers. Für die Markie-
rung von in vitro Transkripten mit Biotin wurde der „Biotin RNA labeling Mix” von
Roche (Mannheim) verwendet.
2.2.21 Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Fragmenten wurde von der Firma MWG
Biotech (Martinsried) nach der Didesoxy-Methode nach Sanger et al. (1977) durch-
geführt.
2.2.22 Auswertung von Nukleotid- und Protein-Sequenzen
Sequenzvergleiche von DNA, RNA und Proteinen erfolgten mit dem Programm
„BioEdit Version 7.0.1” (Hall, 1999) oder mit dem Programm Clustal W (Thompson
et al., 1994; Larkin et al., 2007) auf der Internetseite des EBI (European Bioinfor-
matics Institut: www.ebi.ac.uk/clustalw/).
3 Ergebnisse
Mittels des von Staudinger und Kempken (2003) entwickelten in organello Systems
ist es möglich, die Prozessierung von Transkripten in heterologen Mitochondrien
zu analysieren. Durch Elektroporation wird hierbei fremde DNA in die Matrix von
isolierten Mitochondrien eingebracht. Die Mitochondrien werden anschließend in
einem physiologischem Puffer inkubiert, der die Transkriptionsaktivität bis zu sie-
ben Stunden aufrechterhält. Durch die Analyse der RNA-Edierung der in organello
synthetisierten fremden oder auch modifizierten Transkripte ist es möglich, Rück-
schlüsse auf den Mechanismus der Erkennung von Edierungspositionen zu ziehen.
Hierfür wurden im Folgenden Gene von unterschiedlichen Pflanzen ausgewählt
und deren Transkriptprozessierung in heterologen Mitochondrien analysiert. In vor-
angegangenen Arbeiten war es bisher gelungen in organello Systeme für die mo-
nokotylen Pflanzen Zea mays und Sorghum bicolor zu etablieren (Staudinger und
Kempken, 2003). Unter anderem wurde hier die Prozessierung der Transkripte des
cox2 Gens der dikotylen Pflanze Arabidopsis thaliana in Mitochondrien aus Zea
mays analysiert und gezeigt, dass diese korrekt und effizient gespleißt und ediert
werden. Um die Prozessierung der Transkripte von mitochondrialen Genen aus mo-
nokotylen aber auch aus dikotylen Pflanzen in Mitochondrien aus dikotylen Pflanzen
analysieren zu können, wurden im Rahmen dieser Arbeit in organello Systeme für
Brassica oleracea var. botrytis und für Arabidopsis thaliana etabliert.
Mittels dieser etablierten in organello Systeme war es außerdem möglich zu
analysieren, ob Transkripte aus Plastiden in Mitochondrien gespleißt und ediert
werden. Hierdurch konnte der Frage nachgegangen werden inwieweit pflanzliche
Mitochondrien und Plastiden ähnliche oder sogar gemeinsame Komponenten des
RNA-Spleißens und der RNA-Edierung aufweisen. Des Weiteren wurden Protei-
nextrakte aus isolierten Mitochondrien von B. oleracea var. botrytis und A. tha-




3.1 Etablierung des in organello Systems für
Brassica oleracea var. botrytis und für
Arabidopsis thaliana
Der Vorteil von Blumenkohl für das in organello System ist die gute Verfügbarkeit
von Blumenkohl-Infloreszenzen als Material. Obwohl in der Datenbank des NCBI
wenig Sequenzinformationen zu mitochondrialen Genen aus Blumenkohl vorlie-
gen, ermöglicht die enge Verwandtschaft zu A. thaliana, dessen Chondriom (Unseld
et al., 1997) und Kerngenom (genome initiative, 2000) vollständig sequenziert vor-
liegen, eine Verwendung der Mitochondrien aus Blumenkohl im in organello Sys-
tem. Es ist, zumindest im Bereich der kodierenden Sequenzen, von einer sehr hohen
Sequenzhomologie zwischen A. thaliana und B. oleracea var. botrytis auszugehen.
So ergab die Sequenzierung des mitochondrialen Genoms von Brassica napus L.,
einer weiteren Pflanze aus der Familie der Brassicacae, im Vergleich mit dem mit-
ochondrialen Genom von A. thaliana eine starke Konservierung der Gensequenzen
und Intronstrukturen (Handa, 2003).
Da A. thaliana als Modellpflanze für verschiedenste biologische Fragestellun-
gen eine große Bedeutung zukommt und deshalb auch in vielen Bereichen bereits
gut untersucht und charakterisiert ist, war es weiterhin von besonderem Interesse,
ein in organello System für A. thaliana zu etablieren. Die Isolierung von Mitochon-
drien erfolgte aus im Dunkeln angezogenen A. thaliana Zellkulturen.
Für die in organello Systeme aus Brassica oleracea var. botrytis und Arabidop-
sis thaliana wurde das von Staudinger und Kempken (2003) entwickelte Protokoll
zur Isolierung von Mitochondrien leicht abgewandelt (siehe Abschnitt 2.2.3). Hier-
durch konnten aktive Mitochondrien isoliert werden, die nachweislich in der Lage
waren, eingebrachte Gene zu transkribieren und die entsprechenden Transkripte zu
prozessieren. Diese Ergebnisse sind in den Abschnitten 3.2.1 und 3.2.2 dargestellt.
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3.2 Analyse der RNA-Edierung von cox2
Transkripten in heterologen Mitochondrien
3.2.1 RNA-Prozessierung des Zea mays cox2 Transkriptes in
Mitochondrien aus Brassica oleracea var. botrytis
Das mitochondrial lokalisierte cox2 Gen kodiert für die Untereinheit II der Cy-
tochrom C Oxidase der mitochondrialen Atmungskette. Da in früheren Analysen
gezeigt werden konnte, dass das cox2 Gen aus der dikotylen Pflanze A. thaliana
in Mitochondrien aus Z. mays sehr effizient gespleißt und an allen untersuchten
RNA-Edierungspositionen ediert wurde (Staudinger und Kempken, 2003, 2004),
sollte im Folgenden die Prozessierung des cox2 Transkriptes aus der monokotylen
Pflanze Z. mays in isolierten Mitochondrien des dikotylen B. oloeracea var. botry-
tis analysiert werden. Von besonderem Interesse war hierbei, ob im in organello
System eine Erkennung und Edierung der RNA-Edierungspositionen, die sich zwi-
schen dem cox2 Gen aus Z. mays und dem aus A. thaliana bzw. B. oleracea var.
botrytis unterscheiden, im heterologen Transkript erfolgt. Insgesamt liegen im cox2
Transkript aus Z. mays 22 und aus A. thaliana 15 in der Datenbank beschriebene
RNA-Edierungspositionen vor (NCBI „accession no.”: AY973492 und NC 001284;
Giege und Brennicke, 1999). Sowohl im cox2 Gen aus A. thaliana als auch in dem
aus Z. mays liegt ein Gruppe II Intron vor. Hierbei handelt es sich allerdings um
nicht-homologe Introns mit unterschiedlichen Insertionspositionen in den kodieren-
den cox2 Sequenzen. Bei Z. mays befindet sich das Intron im 3‘ Bereich und bei
A. thaliana im 5‘ Bereich der kodierenden Sequenz.
Um zu überprüfen, ob die cox2-Sequenz und die im Transkript vorhandenen
RNA-Edierungspositionen zwischen A. thaliana und B. oleracea var. botrytis über-
einstimmend sind und um eine korrekte Auswertung der Ergebnisse aus den in
organello Analysen zu ermöglichen, wurde die cox2 DNA- und cDNA-Sequenz
aus B. oleracea var. botrytis bestimmt (siehe Anhang: Abb. A.2). Die cox2 DNA-
Sequenzen der Exonbereiche von A. thaliana und B. oleracea var. botrytis sind
bis auf einen Nukleotidaustausch bei +379 (A. thaliana C →T bei B. oleracea
var. botrytis) identisch. An der Position +379 (relativ zum Start-Kodon) liegt im
A. thaliana cox2 Transkript eine RNA-Edierungsposition vor, welche im Blumen-
kohl Transkript durch das schon auf genomischer Ebene vorhandene Desoxythmidin
entfällt.
Die Position des Introns zwischen cox2 aus A. thaliana und B. oleracea var.
botrytis ist ebenfalls identisch, allerdings liegen im Intronbereich einige Sequenz-
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unterschiede vor. Durch einen Vergleich der cox2 DNA und cDNA Sequenzen aus
Blumenkohl wurden die RNA-Edierungspositionen identifiziert. Abgesehen von der
entfallenen RNA-Edierungsposition bei +379 durch die sogenannte Präedierung auf
genomischer Ebene werden zwei weitere der bei A. thaliana beschriebenen RNA-
Edierungspositionen im Blumenkohl Transkript trotz vorhandener Cytidine an ent-
sprechenden Positionen nicht ediert. Hierbei handelt es sich um die Positionen +24
und +261 relativ zum Start-Kodon. Insgesamt liegen somit im Blumenkohl cox2
Transkript zwölf RNA-Edierungspositionen vor, die mit A. thaliana cox2 RNA-
Edierungspositionen identisch sind.
Für die Klonierung der Z. mays cox2 Sequenz wurden, ausgehend von der Se-
quenz des mitochondrialen Genoms von Z. mays (Linie NB; NCBI „accession no.”
AY506529), die Oligonukleotide FK688 und FK689 abgeleitet und in einer PCR
mit mitochondrialer DNA aus Z. mays die kodierende Region von 783 bp sowie das
Intron mit einer Größe von 794 bp des cox2 Gens amplifiziert. Dieses Fragment
wurde in den Vektor pMS413 (Staudinger, 2004; siehe Anhang) zwischen den dort
enthaltenen Promotorbereich und 3‘ untranslatierten Bereich des A. thaliana cox2
Gens kloniert. Das so erhaltene Plasmid wurde pNB475 genannt (siehe Abb. 3.1a
und Anhang). Obwohl für das Z. mays cox2 Gen mehrere Promotoren beschrieben
worden sind (Lupold et al., 1999), wurden die 5‘ und 3‘ regulatorischen Bereiche des
A. thaliana cox2 Gens verwendet und nicht die nativen Bereiche aus dem Z. mays
cox2 Gen. Diese Entscheidung beruhte darauf, dass eine Transkriptinitiierung von
dem A. thaliana Promotor in den Mitochondrien aus dem ebenfalls dikotylen B. ole-
racea var botrytis als gesichert erschien.
Zur Analyse der in organello Prozessierung des Z. mays cox2 Transkriptes
wurde das Plasmid pNB475 mittels Elektroporation in isolierte Mitochondrien aus
Blumenkohl eingebracht. Nach der anschließenden in organello Inkubation wurde
die Gesamt-RNA aus den Mitochondrien isoliert und zur Entfernung der vorhande-
nen DNA eine Inkubation mit dem Enzym DNase I angeschlossen. Der Nachweis
der vollständigen Entfernung der DNA wurde durch eine PCR erbracht (nicht ge-
zeigt). In dieser PCR sowie in der darauffolgenden RT-PCR wurden die Z. mays
cox2 spezifischen Oligonukleotide NB852 und FK789 eingesetzt. Die Lage der Oli-
gonukleotide sowie deren Sequenz im Vergleich zu der entsprechenden Sequenz des
endogenen Blumenkohl cox2 Gens ist in Abb. 3.1a und b dargestellt. Es ist zu erken-
nen, dass die ansonsten sehr ähnlichen cox2 Sequenzen aus Mais und Blumenkohl
im Bereich der verwendeten Oligonukleotide signifikante Unterschiede aufweisen,
die eine spezifische Amplifikation der fremden Transkripte in den Mitochondrien







Zm Intron Zm Exon2
FK789
500 bp
At 5` UTR At 3` UTR
c
b
Zm 1520 GACTTTGAAAGATTATGCGGATTGG 
::  :::::::::::    : ::
Bo 2064 TCCTAGGAAAGATTATGGTTCTCGG 
FK789NB852
Zm 183 CGCTTTATGGCATTTCAACGAGC
:::::::::::::::: :: :  






Abbildung 3.1: Prozessierung des Z. mays cox2 Transkriptes nach in organello Inkubation in
Mitochondrien aus B. oleracea var. botrytis
a Schematische Darstellung der kodierenden Sequenz mit Intron von Z. mays (Zm) cox2 und der
5‘ und 3‘ untranslatierten Regionen (UTR) des A. thaliana (At) cox2 Gens im Plasmid pNB475.
Die Lokalisation der zur Amplifikation von cDNA verwendeten Oligonukleotide NB852 und FK789
ist mit Dreiecken eingezeichnet. b Zur Verdeutlichung der Spezifität ist ein Vergleich der cox2 Se-
quenz von Z. mays und B. oleracea var. botrytis (Bo) im Bereich der Oligonukleotide NB852 und
FK789 gezeigt. Die Positionsangaben beziehen sich auf die Position im offenen Leserahmen (mit
Intron). c Das Plasmid pNB475 mit der cox2 Sequenz aus Z. mays wurde durch Elektroporation in
Blumenkohlmitochondrien eingebracht. Nach der in organello Inkubation wurde die RNA aus den
Mitochondrien isoliert und eine RT-PCR mit den Oligonukleotiden NB852 und FK789 durchgeführt.
Hier zu sehen ist die gelelektrophoretische Auftrennung der cDNA (1) und der Wasser-Kontrolle der
RT-PCR (3) sowie das entsprechende cox2 DNA-Fragment (2) aus einer PCR mit der dazugehörigen
Wasser-Kontrolle (4). M= Größenmarker.
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für das Z. mays cox2 Transkript wurde in einer RT-PCR erbracht, in der RNA aus
unbehandelten Blumenkohl-Mitochondrien eingesetzt wurde. Hierbei wurde trotz
einer parallel durchgeführten Amplifikation des endogenen cox2 Transkriptes aus
der verwendeten RNA mit entsprechenden Oligonukleotiden, mit der Oligonukleo-
tidkombination NB852 und FK789 kein Produkt amplifiziert (nicht gezeigt).
Abb. 3.1c zeigt das Ergebnis der RT-PCR mit der aus den mit pNB475 transfor-
mierten Mitochondrien aus Blumenkohl stammenden RNA. Die amplifizierte cDNA
ist im Vergleich mit einem PCR-Produkt von cox2-DNA abgebildet. Das DNA-Frag-
ment mit einer erwarteten Größe von 1362 bp beinhaltet das Intron, wohingegen die
Größe der hier amplifizierten cDNA mit der bei erfolgtem Spleißen des Introns er-
warteten Größe von 567 bp übereinstimmt. Eine anschließende Sequenzierung der
cDNA bestätigte zum einen anhand von Sequenzunterschieden zwischen Z. mays
und A. thaliana cox2 (für cox2 Sequenzvergleich siehe Anhang: Abb. A.3) die spe-
zifische Amplifikation des Z. mays cox2 Transkriptes und des Weiteren das korrekte
Spleißen des Introns. Da in der RT-PCR nur cDNA dieser Größe amplifiziert werden
konnte, die RT-PCR Bedingungen aber auch die Amplifikation größerer Fragmen-
te erlaubten, scheint die Spleißreaktion der fremden cox2 Transkripte mit großer
Effizienz in den heterologen Mitochondrien abzulaufen.
Wie die Sequenzierung der Z. mays cox2 cDNA weiterhin zeigte, wurden mit








Abbildung 3.2: RNA-Edierung des cox2 Transkriptes aus Mais nach in organello Inkubation
in Blumenkohl-Mitochondrien
Sequenzierung der Mais cox2 cDNA-Fragmente aus der Transformation von pNB475 in Mitochon-
drien aus Blumenkohl. Die Ausschnitte des Chromatogramms zeigen 14 der 22 bekannten RNA-
Edierungspositionen. An 13 dieser Positionen ist eine vollständige RNA-Edierung zu beobachten,
an der Position 24 ist hingegen keine RNA-Edierung feststellbar. Die Nummerierung der Positionen
erfolgte nach Tabelle 3.1 und die RNA-Edierungspositionen sind rot unterstrichen.
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vollständig ediert (siehe Abb. 3.2). Hierbei handelt es sich um 14 von insgesamt
22 RNA-Edierungspositionen. Sieben der ediert vorliegenden Positionen kommen
im endogenen Blumenkohl cox2 Transkript nicht vor. Die nicht ediert vorliegende
Position 24 (Nummerierung siehe Tabelle 3.1, Seite 45) ist in der Datenbank unter
dem NCBI-Eintrag „accession no.” AY973492 allerdings auch nur als partiell ediert
beschrieben und in einem anderen NCBI-Eintrag („accession no.” AY506529) nicht
als RNA-Edierungsposition angegeben.
3.2.2 RNA-Prozessierung des Zea mays cox2 Transkriptes in
Mitochondrien aus Arabidopsis thaliana
Nachdem gezeigt wurde, dass die isolierten Mitochondrien aus Blumenkohl aktiv
sind und fremde cox2 Transkripte spleißen und edieren (siehe vorherigen Abschnitt),
wurde im Folgenden getestet, inwieweit isolierte Mitochondrien aus A. thaliana
Zellkulturen Prozessierungsaktivität aufweisen und fremde cox2 Edierungspositio-
nen erkennen.
Die isolierten Mitochondrien aus A. thaliana Zellkulturen wurden mit dem
Plasmid pNB475 (siehe Anhang), das die kodierende cox2 Sequenz aus Z. mays
sowie Promotor- und Terminatorbereiche des A. thaliana cox2 Gens enthält (siehe
Abb. 3.1a), elektroporiert. Nach der in organello Inkubation und der anschließenden
RNA-Isolierung folgte eine DNase I-Behandlung der RNA und die Vollständigkeit
des DNA-Abbaus wurde in einer PCR überprüft (nicht gezeigt). Der Nachweis der
Spezifität der hier verwendeten Oligonukleotidkombination NB852 und FK789 für
die cox2 Transkripte aus Z. mays erfolgte im vorhergehenden Abschnitt 3.2.1. Zur
Analyse der in organello Prozessierung des Z. mays cox2 Transkriptes wurde die
nachweislich DNA-freie RNA in einer RT-PCR als Matrize eingesetzt. Wie in Abb.
3.3a zu sehen ist, wurde cDNA in Form einer starken Bande bei ca. 1400 bp und
zwei schwächeren Banden bei ca. 950 bp und 570 bp amplifiziert. Bei der Bande von
ca. 1400 bp handelt es sich wahrscheinlich um cDNA Fragmente von ungespleißten
Z. mays cox2 Transkripten, hierbei wurde eine Größe von 1362 bp erwartet. Wie
bei Staudinger und Kempken (2004) gezeigt, ist bei ungespleißten cox2 Transkrip-
ten auch eine unvollständige RNA-Edierung zu erwarten. Da nur bei vollständig
edierten Transkripten eine Auswertung in Bezug auf die Erkennung von fremden
RNA-Edierungspositionen erfolgen kann, wurde im Folgenden nur die Bande bei ca.
570 bp weiter analysiert, da dies der erwarteten cDNA Fragmentgröße bei gespleiß-
ten Z. mays cox2 Transkripten von 567 bp entsprach. Um eine Sequenzierung durch-
führen zu können, wurde die Bande in einer PCR reamplifiziert (siehe Abb. 3.3b).
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Abbildung 3.3: RNA-Prozessierung des cox2 Transkriptes aus Z. mays nach in organello
Inkubation in Mitochondrien aus A. thaliana
a Das Plasmid pNB475 mit der cox2 Sequenz aus Z. mays wurde durch Elektroporation in Mit-
ochondrien aus A. thaliana eingebracht. Nach der in organello Inkubation wurde die RNA aus den
Mitochondrien isoliert und eine RT-PCR mit den Oligonukleotiden NB852 und FK789 durchge-
führt. Hier zu sehen ist die gelelektrophoretische Auftrennung der cDNA und der Wasser-Kontrolle
der RT-PCR. Es ist eine starke Bande bei ca. 1400 bp zu erkennen und eine Bande schwächerer
Intensität bei ca. 570 bp, welche mit einem rotem Pfeil gekennzeichnet ist. Dies entspricht den er-
warteten Größen von cDNA-Fragmenten von ungespleißten und gespleißten cox2 Transkripten. Um
eine ausreichende DNA-Menge für eine Sequenzierung zu erhalten wurde die 570 bp-cDNA mit den
Oligonukleotiden FK483 und NB875 in einer PCR reamplifiziert (b, Spur 1). Die erwartete Frag-
mentgröße entsprach 429 bp. c Sequenzierung der Mais cox2 cDNA Fragmente aus Transformation
von pNB475 in Mitochondrien aus A. thaliana. Die Ausschnitte des Chromatogramms zeigen elf der
22 bekannten RNA-Edierungspositionen. An allen Positionen ist eine vollständige RNA-Edierung
zu beobachten. Die RNA-Edierungspositionen sind rot unterstrichen und die Nummerierung der Po-
sitionen erfolgte nach Tabelle 3.1.
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Eine anschließende Sequenzierung des PCR-Produktes zeigte durch entsprechende
Nukleotidunterschiede (siehe Sequenzvergleich zwischen A. thaliana und Z. mays
cox2 im Anhang: Abb. A.3) die spezifische Amplifikation von cox2 Transkripten
aus Mais. Wie in Abb. 3.3c gezeigt ist ergab die Sequenzierung außerdem eine voll-
ständige Edierung des Z. mays cox2 Transkriptes an allen der elf analysierten Edie-
rungspositionen (Positionen 12-22, die Nummerierung erfolgte nach Tabelle 3.1).
Hierdurch konnte gezeigt werden, dass cox2 Transkripte aus Z. mays in Mit-
ochondrien aus A. thaliana korrekt gespleißt und ediert werden. Die Effizienz der
Prozessierung müsste bei weiterer Verwendung von Mitochondrien aus A. thaliana
im in organello System optimiert werden. Obwohl damit die grundsätzliche Prozes-
sierungsaktivität der Mitochondrien gezeigt wurde, wurden aufgrund der guten Ver-
fügbarkeit von Blumenkohl in den folgenden in organello Analysen für Mitochon-
drien einer dikotylen Pflanzen die aus Blumenkohl verwendet. Die nachweislich
edierungsaktiven Mitochondrien aus A. thaliana wurden für die Proteinextraktion
und für die Isolierung von an der RNA-Edierung beteiligten Proteinen in Abschnitt
3.6.4 verwendet.
3.2.3 Analyse der RNA-Edierung des Arabidopsis thaliana cox2
Transkriptes in Mitochondrien aus Zea mays
Schon in früheren Arbeiten (Staudinger und Kempken, 2003, 2004) wurde die Pro-
zessierung des A. thaliana cox2 Transkriptes in Mitochondrien aus Z. mays analy-
siert und festgestellt, dass die fremden Transkripte in den heterologen Mitochon-
drien effizient gespleißt und ediert werden. Hierbei wurden allerdings nur sechs
von den insgesamt 15 bekannten RNA-Edierungspositionen des A. thaliana cox2
Transkriptes (NCBI „accession no.” NC 001284; Giege und Brennicke, 1999) unter-
sucht. Um einen vollständigen Überblick über die Erkennung der A. thaliana RNA-
Edierungspositionen im in organello System zu erhalten, wurden die verbleiben-
den neun RNA-Edierungspositionen analysiert. Darunter befanden sich drei RNA-
Edierungspositionen, welche im Z. mays Transkript nicht vorkommen.
Für diese Analyse wurde das Plasmid pTJ246 (Staudinger, 2004; siehe Abb.
3.4a) in Mais-Mitochondrien eingebracht. Die nach der in organello Inkubation iso-
lierte RNA wurde nachweislich vollständig von DNA befreit und in einer RT-PCR
eingesetzt. Mittels der vorher auf Spezifität überprüften Oligonukleotide FK770 und
FK416 wurde cDNA der erwarteten Größe gespleißter A. thaliana cox2 Transkripte
amplifiziert (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.4: RNA-Edierung des A. thaliana cox2 Transkriptes nach in organello
Inkubation in Mitochondrien aus Z. mays
a Schematische Darstellung des A. thaliana cox2 Gens im Plasmid pTJ246. Die Lokalisation
der zur Amplifikation von cDNA verwendeten Oligonukleotide FK770/FK416 und FK638/FK357
(verwendet in Abschnitt 3.3) ist mit Dreiecken eingezeichnet. b Sequenzierung der cox2 cDNA
Fragmente aus der Transformation von pTJ246 in Mitochondrien aus Mais. Die Ausschnitte des
Chromatogramms zeigen die neun bisher im in organello System noch nicht analysierten RNA-
Edierungspositionen der insgesamt 15 Edierungspositionen. An sechs der neun Positionen ist eine
vollständige RNA-Edierung zu erkennen, die Position 3 ist nur partiell und die Positionen 2 und
11 sind gar nicht ediert. Bei dem Ausschnitt der Position 26 handelt es sich um die revers komple-
mentäre Sequenz. Die RNA-Edierungspositionen sind rot unterstrichen und die Nummerierung der
Positionen erfolgte nach Tabelle 3.1.
cox2 Transkripten und wies eine partielle Edierung von einer und eine vollstän-
dige Edierung von sechs der erstmals im in organello System untersuchten RNA-
Edierungspositionen nach (siehe Abb. 3.4b). Die Edierungspositionen 2 und 11 hin-
gegen (Nummerierung entsprechend Tabelle 3.1) lagen nicht ediert vor. Diese Posi-
tionen entsprechen den im endogenen Blumenkohl cox2 Transkript ebenfalls nicht
ediert vorliegenden Positionen (siehe Abschnitt 3.2.1).
In Tabelle 3.1 ist eine Zusammenfassung der Ergebnisse aus den in organel-
lo Analysen mit cox2 Transkripten aus Z. mays und A. thaliana in Mitochondrien
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1 / / 14 na /
2 24 - 30(+) na /(C)
3 25 (+) 31(+) na 25(+)
4 27 + /(C) na 27
5 71 + 77 na 71
6 138 + 144 na 138
7 /(C) /(C) 162(+) na /(C)
8 /(T) /(T) 167 na /(T)
9 /(T) /(T) 169 na /(T)
10 253 + 259 + 253
11 261 - /(T) /(T) /(C)
12 278 + 284 + 278
13 379 + 385 + /(T)
14 /(T) /(T) 449 + /(T)
15 /(C) /(C) 466 + /(C)
16 /(T) /(T) 467 + /(T)
17 476 + 482 + 476
18 /(T) /(T) 550 + /(T)
19 557 + 563 + 557
20 581 + 587 + 581
21 /(T) /(T) 620 + /(T)
22 /(T) /(T) 638 + /(T)
23 698 + 704 + 698
24 /(C) /(C) 711(+) - /(C)
25 721 + /(A) /(A) 721
26 742 + /(T) /(T) 742
1 NCBI „accession no.”: NC 001284
2 NCBI „accession no.”: AY973492
3 diese Arbeit
/= keine RNA-Edierungsposition (wenn vorhanden mit Angabe des Nukleotides an entsprechender
Position); + = vollständige RNA-Edierung; (+) = partielle RNA-Edierung; - = keine RNA-Edierung,
na = nicht analysiert. Positionsangaben beziehen sich auf die Position im offenen Leserahmen.
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aus Blumenkohl und Mais dargestellt. Interessanterweise werden mit den untersuch-
ten RNA-Edierungspositionen 14, 15, 16, 18, 21 und 22 des Z. mays Transkriptes,
Edierungspositionen die nicht im endogenen Blumenkohl cox2 Transkript vorhan-
den sind im Blumenkohl in organello System erkannt und ediert. Ebenso werden
im Mais in organello System die drei RNA-Edierungspositionen 4, 25 und 26 im
A. thaliana Transkript ediert, welche in dem endogenen Mais cox2 Transkript nicht
vorkommen.
3.2.4 RNA-Edierungspositionen im cox2 Transkript aus mono-
und dikotylen Pflanzen
Wie im Abschnitt 3.2.1 gezeigt wurde, werden Z. mays-spezifische cox2 RNA-Edie-
rungspositionen in Mitochondrien aus B. oleracea var. botrytis erkannt und ediert.
Umgekehrt werden auch die A. thaliana-spezifischen cox2 RNA-Edierungspositio-
nen in Mitochondrien aus Z. mays ediert (siehe Abschnitt 3.2.3). Um das Vorkom-
men dieser RNA-Edierungspositionen in cox2 Transkripten anderer Höherer Pflan-
zen näher zu untersuchen, sollte im Folgenden eine Analyse der RNA-Edierungs-
positionen im cox2 Transkript von mono- und dikotylen Pflanzen durchgeführt wer-
den.
Hierfür wurde die Datenbank des NCBI nach cox2 DNA- und cDNA-Sequenzen
von mono- und dikotylen Pflanzen durchsucht. Insgesamt wurden cox2 DNA- und
cDNA-Sequenzen von fünf monokotylen und von elf dikotylen Pflanzen erhalten.
Von weiteren neun dikotylen Pflanzen lagen, zum Teil partielle, cox2 DNA-Sequen-
zen vor.
Ein Vergleich dieser Sequenzen zeigt, dass die RNA-Edierungspositionen 15
und 21 nur in monokotylen Pflanzen vorhanden waren, wohingegen die RNA-Edie-
rungsposition 25 nur bei dikotylen Pflanzen zu finden war. In Abb. 3.5 sind die RNA-
Edierungspositionen 15, 21 und 25 in Ausschnitten des Sequenzvergleichs zwischen
drei mono- und drei dikotylen Pflanzen gezeigt. Entsprechende Ausschnitte des Se-
quenzvergleichs mit allen aus der NCBI-Datenbank erhaltenen cox2 Sequenzen sind
im Anhang zu finden. Hierbei ist zu erkennen, dass an Position 15 in allen vorhan-
denen Sequenzen aus dikotylen Pflanzen die Base Cytosin vorliegt, die aber nicht
ediert wird. Die Position 21 hingegen liegt in allen 20 analysierten DNA Sequenzen
von dikotylen Pflanzen präediert vor, d.h. es ist die Base Thymin an entsprechender
Stelle in der DNA zu finden.
Die in den Abschnitten 3.2.1, 3.2.3 und 3.2.4 vorgestellten Ergebnisse sind in
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Abbildung 3.5: Vergleich von cox2 RNA-Edierungspositionen zwischen mono- und dikotylen
Pflanzen
Für den Sequenzvergleich wurden die cox2 Sequenzen von cDNA (NCBI „accession no.” AY973492)
und genomischer DNA (NCBI „accession no.” AY506529) von Zea mays, cDNA (NCBI „accession
no.” X52867) und genomischer DNA (NCBI „accession no.” NC 007579) von Triticum aestivum,
cDNA und genomischer DNA von Oryza sativa (NCBI „accession no.” BA000029), cDNA und
genomischer DNA von Arabidopsis thaliana (NCBI „accession no.” NC 001284), cDNA und geno-
mischer DNA von Petunia x hybrida (NCBI „accession no.” X17395) und cDNA und genomischer
DNA von Solanum tuberosum (NCBI „accession no.” DQ185064) verwendet. Dargestellt sind die
Sequenzvergleiche um Mais cox2 RNA-Edierungspositionen (a) 14, 15 und 16, (b) 21, (c) 24, sowie
A. thaliana cox2 RNA-Edierungsposition 25. Die zu der Mais cox2 Sequenz identischen Nukleoti-
de sind mit Punkten dargestellt, die abweichenden Nukleotide sind angegeben. Die Nummerierung
entspricht der Position im offenen Leserahmen und die RNA-Edierungspositionen sind in der geno-
mischen Sequenz unterstrichen.
3.3 In organello RNA-Edierung von in vitro
mutierten cox2 Transkripten
Wie im vorherigen Abschnitt (3.2) gezeigt wurde, sind Mitochondrien aus Mais
und Blumenkohl in der Lage, RNA-Edierungspositionen fremder cox2 Transkrip-
te zu erkennen und effizient zu edieren. Hierzu gehören auch Edierungspositionen,
3 Ergebnisse 48
die nicht nur im entsprechenden endogenen Transkript sondern auch in der entspre-
chenden mono- oder dikotylen Pflanzengruppe nicht vorkommen (siehe Abschnitt
3.2.4). Der Prozess der Erkennung von RNA-Edierungspositionen ist noch nicht
aufgeklärt bzw. die dafür notwendigen Bereiche im Transkript sind noch nicht voll-
ständig bekannt. Durch in vitro und in organello Analysen konnten in den letzten
Jahren für einige RNA-Edierungspositionen essentielle Elemente von ca. 20 Nu-
kleotiden stromaufwärts der Edierungsposition und in einigen Fällen auch einigen
Nukleotiden stromabwärts, identifiziert werden (Farré et al., 2001; Choury et al.,
2004; Takenaka et al., 2004; Neuwirt et al., 2005; van der Merwe et al., 2006; Ver-
bitskiy et al., 2006). Aber nicht immer ist die direkte Sequenzumgebung ausreichend
für eine Erkennung der Edierungsposition, so erfolgt eine Edierung des S. bicolor
atp6 Transkriptes in Mitochondrien aus Mais nur dann, wenn der 5‘ untranslatier-
te Bereich, sowie der 5‘ Bereich der kodierenden Region von dem nativen Z. mays
atp6 Transkript stammt (Staudinger et al., 2005).
Im Folgenden sollte daher analysiert werden ob Edierungspositionen, die im
endogenen, aber nicht im fremden cox2 Transkript vorkommen im Kontext des
fremden Transkriptes von den Mitochondrien erkannt und ediert werden. Hierfür
wurden mittels ortsgerichteter Mutagenese in das im Plasmid pTJ246 vorliegen-
de A. thaliana cox2 Gen, Desoxycytidine an Positionen eingeführt, an denen im
Z. mays cox2 Transkript RNA-Edierungspositionen vorliegen. Durch die Einführung
der Desoxycytidine wurden im A. thaliana cox2 Gen Desoxythymidine, und so-
mit eine Präedierung auf DNA-Ebene, ersetzt. Insgesamt drei verschiedene Z. mays
RNA-Edierungspositionen wurden durch in vitro Mutagenese in das A. thaliana Gen
eingebracht, so dass drei Konstrukte mit jeweils einer Punktmutation entstanden.
Unter Verwendung der Oligonukleotide FK860 und FK861 wurde in einer PCR ein
Desoxycytidin an der Z. mays RNA-Edierungsposition 14 (Nummerierung entspre-
chend der Tabelle 3.1) in das im Plasmid pTJ246 vorliegende A. thaliana cox2 Gen
(Position +443 relativ zum Start-Kodon) eingebracht. Hierdurch entstand das Plas-
mid pHS559. Mit den Oligonukleotiden FK725 und FK726, sowie mit der Oligo-
nukleotidkombination NB889 und NB890 wurden zwei weitere Desoxycytidine an
den Z. mays RNA-Edierungspositionen 16 und 21 (+461 und +614 relativ zum Start-
Kodon) in das A. thaliana cox2 Gen eingebracht. In Abb. 3.6a sind die entsprechen-
den Sequenzbereiche mit den eingeführten Desoxycytidinen der so entstandenen
Plasmide pHS559, pNB455 und pNB598 (siehe Anhang) sowie ein Sequenzver-
gleich der entsprechenden Bereiche zwischen Z. mays und A. thaliana cox2 abge-
bildet. Hierbei ist zu erkennen, dass der Bereich von -20 bis +10 um die eingeführte
Z. mays RNA-Edierungsposition 14 zwischen Z. mays und A. thaliana übereinstim-
















423 ACTCACTTTTGACAGTTATACGATTCCAGAAGAAGATCTAGAATTGG 469 pHS559
423 ACTCACTTTTGACAGTTATATGATTCCAGAAGAAGATCCAGAATTGG 469 pNB455
21








pHS559 pNB455 e pNB598
614
602 ATGCTGTACCTGGTCGTTCAAATCTTACCT 631
596 ATGCTGTACCTGGTCGTTTAAATCAAATCT 625 
Abbildung 3.6: RNA-Edierung von in vitro mutierten A. thaliana cox2 Transkripten
Durch ortsgerichtete in vitro Mutagenese wurden im A. thaliana (At) cox2 Gen im Plasmid pTJ246
Z. mays (Zm) cox2 RNA-Edierungspositionen eingeführt. Die dadurch erzeugten Plasmide pHS559,
pNB455 und pNB598 tragen jeweils die Mais RNA-Edierungsposition 14, 16 und 21 (Nummerie-
rung nach Tabelle 3.1). Die entsprechenden Sequenzbereiche sind in a gezeigt. Die Positionsangaben
der Sequenzen beziehen sich auf die Position im offenen Leserahmen; die RNA-Edierungspositionen
sind rot, die durch in vitro Mutagenese eingeführten Desoxycytidine in fett dargestellt. Sequenzun-
terschiede zwischen A. thaliana und Z. mays sind grau unterlegt. b Die Plasmide pNB455, pNB598
und pHS559 wurden durch Elektroporation in Mitochondrien aus Z. mays eingebracht. Nach der in
organello Inkubation wurde die RNA aus den Mitochondrien isoliert und eine RT-PCR mit den Oli-
gonukleotiden FK638 und FK357 durchgeführt (siehe Abb. 3.4a für die Lage der Oligonukleotide).
Hier zu sehen ist die gelelektrophoretische Auftrennung der cDNAs und der H2O-Kontrollen der
RT-PCRs. M= Größenmarker. Sequenzierung der Plasmide pHS559 (c), pNB455 (d) und pNB598
(e) und der entsprechenden cDNAs aus den in organello Analysen. Gezeigt sind hier nur die Aus-
schnitte aus den Chromatogrammen mit den eingeführten Punktmutationen. Es ist zu erkennen, dass
in allen Fällen die eingeführten RNA-Edierungspositionen in organello ediert wurden. In e ist die
cDNA-Sequenzierung der revers komplementären Sequenz gezeigt. Die Positionsangaben beziehen
sich auf die Position im offenen Leserahmen.
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entsprechenden Bereich Sequenzunterschiede zwischen der DNA Sequenz von Mais
und A. thaliana an den Positionen -5 und -18, wobei eine Edierung der RNA an der
Position -18 (Z. mays RNA-Edierungsposition 14) diesen Sequenzunterschied wie-
der aufheben würde.
Bei der Position 21 handelt es sich um eine der Positionen, welche in der Da-
tenbank des NCBI nur in cox2 Transkripten von monokotylen Pflanzen gefunden
wurde (siehe Abschnitt 3.2.4). Eine Analyse der Erkennung dieser in einem cox2
Transkript einer dikotylen Pflanze vorliegenden Position in Mitochondrien aus Mais
ist somit von besonderem Interesse. Die direkte Sequenzumgebung dieser Position
ist im stromaufwärts liegenden Bereich von 20 Nukleotiden zwischen Z. mays und
A. thaliana identisch, die Nukleotide +6, +7 und +9 im Bereich von zehn Nukleoti-
den stromabwärts der Edierungsposition unterscheiden sich hingegen.
Zur Analyse der in organello RNA-Edierung der mutierten A. thaliana cox2
Transkripte wurden die Plasmide pHS559, pNB455 und pNB598 durch Elektropo-
ration in Mitochondrien aus Mais eingebracht. Anschließend fand eine Inkubation
im in organello Puffer statt, und die RNA wurde aus den Mitochondrien isoliert.
Durch eine der Behandlung mit DNase I nachfolgenden PCR wurde sichergestellt,
dass die RNA frei von DNA-Rückständen war (nicht gezeigt). Die Lokalisation der
in der PCR und der RT-PCR verwendeten Oligonukleotide FK638 und FK357, deren
Spezifität für das A. thaliana cox2 Transkript in früheren Analysen gezeigt wurde, ist
in Abb. 3.4a dargestellt. Die RT-PCR ergab in allen drei Ansätzen Banden, welche
der bei erfolgtem Spleißen des Introns erwarteten cDNA-Fragmentgröße von 567 bp
entsprachen (siehe Abb. 3.6b). Es konnten keine Fragmente entsprechend der Größe
ungespleißter RNA von 1362 bp amplifiziert werden. Durch eine Sequenzierung der
cDNA-Fragmente konnte aufgrund der an einigen Positionen vorhandenen Unter-
schiede zwischen der A. thaliana und Z. mays cox2 Sequenz (für Sequenzvergleich
siehe Anhang) eindeutig eine Amplifikation der fremden Transkripte nachgewiesen
werden. Weiterhin zeigte die Sequenz eine vollständige Edierung der A. thaliana
RNA-Edierungspositionen im untersuchten Bereich (nicht gezeigt), mit Ausnahme
der Position 11, die erwartungsgemäß nicht ediert vorlag (siehe Abschnitt 3.2.3).
Die Sequenzanalyse an den Z. mays RNA-Edierungspositionen 14, 16 und 21 im
A. thaliana Transkript zeigte eine vollständige Umwandlung der eingeführten Cy-
tidine in Thymidine. In Abb. 3.6c, d und e sind die entsprechenden Ausschnitte
der Chromatogramme aus der Sequenzierung der Plasmid-DNAs und der cDNA-
Fragmente aus der in organello Analyse gezeigt. Wie in Abb. 3.6d außerdem zu
sehen ist, hat die Edierung der Position 16 (bei Position +461) nicht dazu geführt,
dass das Cytidin der Z. mays spezifischen Edierungsposition 15 (bei Position +460)
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im Transkript von A. thaliana ediert wurde. Es fand somit in den Mitochondrien aus
Z. mays eine RNA-Edierung statt, die eine korrekte Version des edierten A. thaliana
cox2 Transkriptes erzeugte.
3.4 Analyse der RNA-Edierung von nad6 und atpA
Transkripten in heterologen Mitochondrien
Das atpA Gen aus Triticum sativum wurde in der Diplomarbeit von Wulff (2005)
für die in organello Analyse der RNA-Edierung ausgewählt und kloniert. Weiterhin
wurde von Wulff (2005) die kodierende Region des nad6 Gens aus A. thaliana mit
dem Promotor- und dem Terminator-Bereich des cox2 Gens aus A. thaliana kloniert.
Alternativ hierzu wurde im Rahmen dieser Arbeit der native Promotor des A. thalia-
na nad6 zusammen mit der kodierenden nad6 Region kloniert, um einen potentiel-
len Einfluss der 5‘ nicht-kodierenden Bereiche auf die RNA-Edierung in organello
zu analysieren. Des Weiteren wurde das nad6 Gen aus T. sativum für die in orga-
nello Analyse der RNA-Edierung kloniert (Wulff, 2005). Weder das atpA Gen, noch
das nad6 Gen enthalten Introns. Hingegen weisen die nad6 Transkripte in A. tha-
liana zehn RNA-Edierungspositionen und in T. sativum 15 potentielle RNA-Edie-
rungspositionen auf, welche abgeleitet sind von den 15 in Haouazine et al. (1992)
beschriebenen nad6 RNA-Edierungspositionen des nahe verwandten T. aestivum.
Das T. sativum atpA Transkript weist sieben potentielle RNA-Edierungspositionen
auf, welche von den aus Triticale (x Triticosecale) bekannten abgeleitet sind (Laser
et al., 1995).
Eine Analyse des atpA- und der nad6-Konstrukte im Mais- und Blumenkohl-in
organello System erbrachte allerdings den Nachweis, dass in keinem Fall eine Edie-
rung der fremden Transkripte in den isolierten Mitochondrien erfolgte. Die entspre-
chenden Abbildungen sowie die Tabellen mit einem Überblick über die analysierten
RNA-Edierungspositionen sind im Anhang zu finden (Abb. A.5, A.6 und A.7a, b;
Tab. A.1 und A.2).
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3.5 RNA-Prozessierung von plastidären
Transkripten in Mitochondrien aus Zea mays
und Brassica oleracea var. botrytis
Die RNA-Edierung in den Plastiden Höherer Pflanzen zeigt in einigen Punkten Ähn-
lichkeiten zu der mitochondrialen RNA-Edierung (Maier et al., 1996; Tillich et al.,
2006a). Dies führte zu der Frage, inwiefern der mitochondrialen und der plastidären
RNA-Edierung ein ähnlicher Mechanismus zugrunde liegt oder ob es ähnliche oder
sogar gemeinsame Komponenten der RNA-Edierung gibt. Trotz dieser Ähnlichkei-
ten wurde ein Fragment des mitochondrialen Petunia hybrida cox2 Transkriptes in
transgenen Chloroplasten aus Tabak nicht ediert (Sutton et al., 1995). Zeltz et al.
(1996) analysierte die RNA-Edierung des plastidären rpoB Transkriptes in Mit-
ochondrien aus Reis und zeigte, dass keine der Edierungspositionen ediert vorlag.
Die Grundlage dieser Analyse war der Transfer eines plastidären Fragmentes aus
den Chloroplasten in die Mitochondrien, wie es im Verlauf der Evolution mehrfach
geschehen ist (Stern und Lonsdale, 1982; Nakazono und Hirai, 1993).
Mittels des in organello Systems ist es nun erstmals möglich in einem direktem
Ansatz zu analysieren, ob pflanzliche Mitochondrien in der Lage sind, plastidäre
Transkripte zu erkennen und zu edieren und darin enthaltene Introns zu spleißen.
Für diese Analyse wurden das ycf3 und das ndhB Gen aus Z. mays ausgewählt. Das
ycf3 Gen kodiert für ein Protein, welches für den Zusammenbau des Photosystem I-
Komplexes notwendig ist (Ruf et al., 1994; Boudreau et al., 1997) und das ndhB
Gen für eine Untereinheit der plastidären NAD(P)H Dehydrogenase (Shikanai et al.,
1998).
Das ycf3 Transkript enthält zwei (Ruf et al., 1994) und das ndhB Transkript
sechs (Maier et al., 1992) RNA-Edierungspositionen. Für alle RNA-Edierungspo-
sitionen des ndhB und des ycf3 Transkriptes ist in jungen Blättern aus etiolierten
Maispflanzen eine vollständige Edierung in den Plastiden nachgewiesen worden
(Peeters und Hanson, 2002). Eine andere Studie zeigte eine vollständige Edierung
aller bis auf die dritte RNA-Edierungsposition des ndhB Transkriptes in etiolierten
Maiskeimlingen (Karcher und Bock, 2002). Weiterhin sind in den plastidären Ge-
nen Gruppe II Introns vorhanden: Eines in dem ndhB Gen und zwei in dem ycf3 Gen
(Untergruppe der IIb Introns, Klassifizierung nach Michel et al., 1989).
Um eine Transkription der plastidären Sequenzen in den pflanzlichen Mito-
chondrien zu gewährleisten, wurden diese mit mitochondrialen Promotor- und Ter-







































Abbildung 3.7: Verwendete Konstrukte für in organello Analysen der RNA-Edierung von
plastidären Sequenzen
a Schematische Darstellung der kodierenden Sequenz des Z. mays ndhB mit Intron in den Plasmiden
pCW399 und pNB569 und der kodierenden Sequenz des Z. mays ycf3 mit Introns in pCW407. Die
untranslatierten Regionen der Plasmide pCW399 und pCW407 stammen aus dem Z. mays atp6 Gen,
die des Plasmides pNB569 aus dem A. thaliana cox2 Gen. Die Lokalisation der zur spezifischen
Amplifikation von cDNA verwendeten Oligonukleotide sind mit Dreiecken eingezeichnet. b Sche-
matische Darstellung der Exonsequenzen der Z. mays ndhB und ycf3 Gene mit der durch schwarze
Linien eingezeichneten Lage der Edierungspositionen. Die Positionsangaben der Edierungspositio-
nen beziehen sich auf die Position im offenen Leserahmen.
den hierfür in einer früheren Arbeit mit den 5‘ und 3‘ untranslatierten Bereichen des
Z. mays atp6 Gens fusioniert (Wehling, 2004). Diese in den Plasmiden pCW399 und
pCW407 vorliegenden chimären Gene sind in Abb. 3.7a dargestellt (Plasmidkarten
siehe Anhang). Im Plasmid pCW407 ist die kodierende Region des ycf3 Gens im
3‘ Bereich um 116 bp verkürzt enthalten und durch die entsprechende Region des
Z. mays atp6 Gens ersetzt.
Um einen potentiellen Einfluss der nicht-kodierenden Bereiche auf die RNA-
Edierung und auf das Spleißen zu analysieren wurde im Rahmen dieser Arbeit die
kodierende Sequenz mit Intron des Z. mays ndhB Gens zusätzlich mit den 5‘ und
3‘ untranslatierten Bereichen des A. thaliana cox2 Gens kloniert. Hierfür wurde die
kodierende ndhB Sequenz mit Intron aus dem Plasmid pCW396 (Wehling, 2004)
durch eine Hydrolyse mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen entnommen
und zwischen den im Plasmid pMS413 (Staudinger, 2004) enthaltenen Promotor-
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und Terminatorbereich des A. thaliana cox2 kloniert. Das so entstandene chimäre
Gen im Plasmid pNB569 ist in Abb. 3.7a dargestellt (Plasmidkarte siehe Anhang).
In Abb. 3.7b sind die insgesamt jeweils 1533 bp und 513 bp großen Exonbe-
reiche des ndhB und des ycf3 Gens aus Z. mays mit den Lokalisationen der darin
enthaltenen RNA-Edierungspositionen schematisch dargestellt. Die Intronbereiche
des ndhB und ycf3 Gens sind jeweils 704 bp und 1467 bp groß.
Für die Analyse der Prozessierung der plastidären Transkripte wurden die eta-
blierten in organello Systeme mit Mitochondrien aus Mais und Blumenkohl verwen-
det. Um die Aktivität der hier verwendeten Mitochondrien zu analysieren, wurde die
Prozessierung der cox2 Transkripte aus A. thaliana und Z. mays in den heterologen
Mais- und Blumenkohl-Mitochondrien untersucht. Durch den Nachweis von voll-
ständig gespleißten (siehe Abb. 3.8a) und edierten (nicht gezeigt) cox2 Transkripten
wurde die Prozessierungsaktivität der verwendeten Mitochondrien gezeigt.
Die Plasmide pCW399, pNB569 und pCW407 wurden durch Elektroporation
in die Mitochondrien aus Mais und Blumenkohl eingebracht. Die aus den Mitochon-
drien nach der in organello Inkubation isolierte RNA wurde vollständig von DNA-
Rückständen befreit (siehe Abb. 3.8c: exemplarisch für drei Proben gezeigt). Die zur
Amplifikation der chimären Sequenzen in der PCR und in der anschließenden RT-
PCR verwendeten Oligonukleotidkombinationen sind in Abb. 3.7a eingezeichnet.
Da in mitochondrialen Genomen auch Sequenzen plastidären Ursprungs vorhanden
sein können, wie es z.B. für das ndhB Gen in Z. mays bekannt ist (Stern und Lons-
dale, 1982; Clifton et al., 2004), wurde eine spezifische Amplifikation der chimären
Sequenzen nachgewiesen. Hierfür wurden RT-PCRs mit RNAs aus unbehandelten
Blumenkohl- und Mais-Mitochondrien durchgeführt. Wie in Abb. 3.8b gezeigt ist,
wurden mit den Oligonukleotiden keine unspezifischen Produkte amplifiziert. Das
Ergebnis der RT-PCR mit der RNA aus den transformierten Mitochondrien ist in
Abb. 3.8d dargestellt. Für alle drei Konstrukte wurden Amplifikate erhalten, die den
erwarteten Größen für ungespleißte Transkripte von 1884 bp bei pCW399, 2000 bp
bei pNB569 und 1902 bp, bzw. 1878 bp bei pCW407 in Mais- bzw. Blumenkohl-
Mitochondrien entsprachen. Eine anschließende Sequenzierung der cDNAs bestä-
tigte eine spezifische Amplifikation der chimären Transkripte und zeigte, dass diese
tatsächlich noch die Intronsequenzen enthielten (nicht gezeigt). Wie in Abb. 3.9a
und b exemplarisch gezeigt, ergab eine Analyse der RNA-Edierung, dass die plas-
tidären ndhB und ycf3 Transkripte an keiner der bekannten RNA-Edierungsposi-
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Abbildung 3.8: Analyse der RNA-Prozessierung von plastidären Sequenzen nach in organello
Inkubation in Mitochondrien
a Gelelektrophoretische Auftrennung von cDNA und entsprechenden H2O-Kontrollen aus einer RT-
PCR von RNA aus Mais(M)- und Blumenkohl(B)-Mitochondrien elektroporiert mit den Plasmiden
pTJ246 und pNB475. Hierbei handelt es sich um eine Aktivitätskontrolle der in d verwendeten
Mitochondrien. b Spezifitätstest der verwendeten Oligonukleotidkombinationen mit RNA aus un-
transformierten Mitochondrien und Integritätstest der verwendeten RNAs durch Amplifikation eines
Fragmentes aus dem jeweiligen endogenen cox2 Transkript mit den Oligonukleotidkombinationen
NB852/FK789 für Mais-RNA und FK638/FK357 für Blumenkohl-RNA. c Mit der RNA aus den
transformierten Mitochondrien wurde eine DNaseI-Behandlung durchgeführt und anschließend mit-
tels einer PCR mit den entsprechenden spezifischen Oligonukleotidkombinationen (siehe 3.7a) auf
DNA-Kontaminationen getestet. In keiner der PCRs konnten hierbei DNA-Kontaminationen nachge-
wiesen werden. Hier ist exemplarisch für drei PCR-Proben die Gelelektrophorese gezeigt. d Die Plas-
mide pCW399, pNB569 und pCW407 wurden durch Elektroporation in Mitochondrien aus Z. mays
und B. oleracea var. botrytis eingebracht. Nach der in organello Inkubation wurde die RNA aus den
Mitochondrien isoliert und eine RT-PCR mit den Oligonukleotiden NB904 und FK664 bzw. FK721
bei Elektroporation mit pCW399 bzw. pNB569, und FK694 bzw. FK794 und FK664 bei Elektropo-
ration von Mais-Mitochondrien bzw. Blumenkohl-Mitochondrien mit pCW407, durchgeführt. Hier
zu sehen ist die gelelektrophoretische Auftrennung der cDNAs und der H2O-Kontrollen der RT-
PCRs. Bei Verwendung aller drei plastidären Konstrukte konnten nur cDNA-Fragmente amplifiziert
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Abbildung 3.9: Analyse der Edierung von plastidären Transkripten nach in organello
Inkubation in Mitochondrien aus Mais und Blumenkohl
Sequenzierung der Z. mays ndhB und ycf3 cDNA Fragmente aus der Transformation von pCW399,
pNB569 und pCW407 in Mitochondrien aus Mais und Blumenkohl. Hier sind exemplarisch die
Ausschnitte des Chromatogramms von (a) den sechs RNA-Edierungspositionen des ndhB Tran-
skriptes aus pCW399 nach Transformation in Mitochondrien aus Mais (bei Positionen 830 und
1484 sind Sequenzierungen der revers komplementären Sequenz gezeigt) und (b) den zwei RNA-
Edierungspositionen des ycf3 Transkriptes aus Transformation von pCW407 in Mitochondrien aus
Blumenkohl gezeigt. Im Falle der ycf3 cDNA erfolgte eine Klonierung der Fragmente vor der Se-
quenzierung. Alle RNA-Edierungspositionen lagen hierbei unediert vor. In den Ausschnitten der
Chromatogramme sind die RNA-Edierungspositionen rot unterstrichen und die entsprechenden Po-
sitionen im offenen Leserahmen sind angegeben.
3.5.1 Analyse der in organello RNA-Edierung des ndhB
Transkriptes ohne Intron
Um auszuschließen, dass durch die Anwesenheit der Introns in den ungespleißten
plastidären Transkripten die Interaktion mit der RNA-Edierungsmaschinerie und da-
mit die Erkennung der RNA-Edierungspositionen in den Mitochondrien beeinträch-
tigt wird, wurde zusätzlich ein Plasmid mit der Z. mays ndhB Sequenz ohne Intron
erzeugt. Dieses Plasmid basiert auf dem Plasmid pNB569, das die kodierende ndhB
Sequenz mit Intron und die 5‘ und 3‘ untranslatierten Bereiche des A. thaliana cox2
Gens trägt. In einer PCR mit den Oligonukleotiden NB923 und NB924 wurde das
gesamte Plasmid pNB569 mit Ausnahme des ndhB Introns amplifiziert. Das Ampli-
fikat wurde ligiert und das entstandene Plasmid pHS587 genannt (siehe Abb. 3.10a
und Anhang).
Das Plasmid pHS587 wurde durch Elektroporation in Mitochondrien aus Mais








ndhB Exon1 ndhB Exon2
NB904
467 586 611 737 830
1481b
Abbildung 3.10: Analyse der RNA-Edierung des Z. mays ndhB Transkriptes ohne Intron nach
in organello Inkubation in Mitochondrien aus Mais
a Schematische Darstellung der kodierenden Sequenz des Z. mays ndhB Gens ohne Intron mit den 5‘
und 3‘ untranslatierten Regionen aus A. thaliana cox2 im Plasmid pHS587. Die Lokalisation der zur
spezifischen Amplifikation von cDNA verwendeten Oligonukleotide ist mit Dreiecken eingezeich-
net. Das Plasmid pHS587 wurde durch Elektroporation in Mitochondrien aus Z. mays eingebracht.
Nach der in organello Inkubation wurde die RNA aus den Mitochondrien isoliert und eine RT-PCR
mit den Oligonukleotiden NB904/FK721 durchgeführt. Die erwartete Größe des cDNA-Fragmentes
entsprach 1296 bp. Das erhaltene cDNA Fragment (nicht gezeigt) wurde sequenziert (b) (bei Position
1481 Sequenzierung der revers komplementären Sequenz). Es konnte gezeigt werden, dass keine der
RNA-Edierungspositionen ediert vorlag. In den Ausschnitten der Chromatogramme sind die RNA-
Edierungspositionen rot unterstrichen und die entsprechenden Position im offenen Leserahmen sind
angegeben.
en isoliert und nach der vollständigen DNA-Entfernung (nicht gezeigt) die RT-PCR
durchgeführt. Das hierbei amplifizierte cDNA-Fragment von ca. 1300 bp stimmte
mit der erwarteten Größe überein (nicht gezeigt). Mittels einer Sequenzierung der
cDNA wurde die Identität des Transkriptes von pHS587 bestätigt. In Abb. 3.10b
sind die Ausschnitte der Chromatogramme mit den sechs ndhB RNA-Edierungspo-
sitionen gezeigt. An keiner der bekannten RNA-Edierungspositionen und auch an
keiner weiteren Position lag eine Edierung vor.
Da weiterhin die Möglichkeit besteht, dass die Transkripte in eine komplexe
Prozessierungsmaschinerie eingebunden werden und somit die beiden Prozesse der
RNA-Edierung und des Spleißens von Introns miteinander verbunden sind, wurde
zusätzlich das Plasmid pHS588 hergestellt. Dieses Plasmid basiert ebenfalls auf dem
Plasmid pNB569, allerdings wurde hier das ndhB Intron gegen das mitochondria-
le cox2 Intron aus Z. mays ausgetauscht. Hierdurch sollte die Wahrscheinlichkeit
des Spleißens der entsprechenden Transkripte in den Mitochondrien erhöht werden,
um im Folgenden die RNA-Edierung des Transkriptes analysieren zu können. Das
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Plasmid pHS588 wurde in der Diplomarbeit von Hinrichsen (2007) in Mais- und
Blumenkohl-Mitochondrien transformiert, allerdings konnten in keinem Fall nach
der in organello Inkubation Transkripte detektiert werden.
3.5.2 Vergleich von Zea mays ndhB Edierungspositionen mit
mitochondrialen RNA-Edierungspositionen aus Zea mays
Die RNA-Edierungssysteme in Mitochondrien und Plastiden Höherer Pflanzen wei-
sen viele Ähnlichkeiten auf (Maier et al., 1996; Tillich et al., 2006a). Eine dieser
Ähnlichkeiten betrifft die Lokalisierung und die Größe der cis-Elemente von RNA-
Edierungspostionen. Hierbei handelt es sich in den meisten Fällen um einen Be-
reich von ca. -20 und +10 um die RNA-Edierungsposition herum, welcher essentiell
für die Edierung der jeweiligen Position ist (Shikanai, 2006). Diese cis-Elemente
werden als potentielle Bindestellen für trans-agierende Faktoren gehandelt, welche
das Edierungsenzym an die jeweilige Position heranführen würden. In Maier et al.
(1992) sind Sequenzähnlichkeiten zwischen den Edierungspositionen des Z. mays
ndhB und ndhA Transkriptes und mitochondrialen RNA-Edierungspositionen aus
T. aestivum, Oenothera und P. x hybrida beschrieben. Hierbei handelt es sich nicht
nur um Edierungspositionen aus Transkripten der homologen Gene ndhA und nad1
sowie ndhB und nad2 sondern auch um Ähnlichkeiten zu Edierungspositionen an-
derer mitochondrialer Transkripte.
Wie in den vorherigen Abschnitten 3.5 und 3.5.1 gezeigt wurde, werden die
plastidären ycf3 und ndhB Transkripte aus Z. mays in pflanzlichen Mitochondrien
weder gespleißt noch ediert, auch nicht in Mitochondrien des homologen Organis-
mus Z. mays. Aus diesem Grund sollte im Folgenden ein Sequenzvergleich zwischen
den sechs Edierungspositionen des Z. mays ndhB Transkriptes und den mitochon-
drialen RNA-Edierungspositionen aus Z. mays durchgeführt werden. Für Z. mays
waren zum Zeitpunkt der Analyse (Juli 2007) in der Datenbank des NCBI insgesamt
271 Edierungspositionen in Transkripten von 16 mitochondrialen Genen angegeben
(NCBI „accession no”: AY506529, AJ865075, AY973492, M16223.1, DQ645536,
NC 008332, AY973491, AF273103). Es wurde ein Sequenzvergleich der potentiel-
len cis-Bereiche von 20 Nukleotiden stromaufwärts und zehn Nukleotiden stromab-
wärts der RNA-Edierungspositionen der mitochondrialen Transkripte mit dem ent-
sprechenden Bereich von jeder einzelnen der sechs ndhB RNA-Edierungspositionen,
durchgeführt.
In Abb. 3.11 sind Sequenzvergleiche gezeigt. Die im Folgenden angegebenen
Nummerierungen der Edierungspositionen beziehen sich auf die Positionen relativ
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1
ndhB  p586 CAAGCUCUUCUAUUCUGGUUCAUGGUUUCUC
nad3  p190    AUAUACGAUUUUAUCUGGUUCCUAUUUUAUU
nad3  p137    GUCGGCCUACGAAUGUGGUUCCGAUCCCUUC
nad5 p1958   UUCUUGGGUAGAUUCUAGAUCGUCUUUCAUU
ndhB  p830    UACUUCGAAAGUAGCUGCUUCAGCUUUAGCC
nad3  p344    UGAAUGGAAAAGGGGUGCUUCGGAUUGGGAG
nad3  p190    AUAUACGAUUUUAUCUGGUUCCUAUUUUAUU
nad5 p1589   GUUUAGUACUUUAGGUGCUUCUCUAGCGUAU
cox2  p467    UACGAUUCCAGAAGAUGAUUCAGAAUUGGGU
cox2  p587    UAGUUGGGCUGUACCUUCCUCAGGUGUCAAA
atp4  p329    CACCGUAAAAGUAGUAGAAUCAUUACCAGCG
ndhB p611 UUUCUCUUGGCUAUAUGGUUCAUCUGGGGGG
ndhB  p586    CAAGCUCUUCUAUUCUGGUUCAUGGUUUCUC
nad3  p137    GUCGGCCUACGAAUGUGGUUCCGAUCCCUCC
nad3  p190    AUAUACGAUUUUAUCUGGUUCCUAUUUUAUU
nad3  p265 UAUCUCUUAACAAGAUUGAUCUGUUUGGAUC
nad5 p1895   CUUUGCAAUGUUACUUGGUUCAACUCCAUUU
nad6  p159    GACUUCUUCGCUAUGAUCUUCCUAGUAGUUC
atp4  p530    UACAACUUUGGUAGAAGCUUCUACCGUAGAA
cox2  p77     GGAACCAUGGCAAUUAGGAUCUCAAGACGCA
Abbildung 3.11: Sequenzvergleich zwischen RNA-Edierungspositionen des ndhB Transkriptes
und mitochondrialer Transkripte aus Z. mays
Die RNA-Edierungspositionen des ndhB Transkriptes aus Mais wurden von Maier et al. (1992) zu-
erst beschrieben und die hier gezeigten mitochondrialen RNA-Edierungspositionen stammen aus
dem NCBI-Eintrag mit der „accession no.” AY506529. Insgesamt wurden Sequenzvergleiche mit
allen (Zeitpunkt der Recherche: Juli 2007) 271 in der Datenbank des NCBI eingetragenen mitochon-
drialen RNA-Edierungspositionen aus Mais durchgeführt. Die Sequenzen mit den meisten Überein-
stimmungen mit ndhB RNA-Edierungspositionen in den Bereichen -20/+10 (relativ zur Edierungs-
position) werden hier gezeigt. Die RNA-Edierungspositionen sind fett dargestellt und die zur ndhB
Sequenz identischen Nukleotide sind grau unterlegt. Die Positionsangaben beziehen sich auf die
Position im offenen Leserahmen der jeweiligen Transkripte. In einigen Fällen wurden im Bereich
-20/+10 vorhandene RNA-Edierungspositionen für eine bessere Übereinstimmung von C nach U
verändert. Diese Positionen sind unterstrichen.
zum Start-Kodon (ohne Intronsequenz). Für insgesamt drei Edierungspositionen des
Z. mays ndhB Transkriptes wurden Sequenzähnlichkeiten mit Edierungspositionen
mitochondrialer Transkripte aus Z. mays identifiziert. In dem Sequenzvergleich der
ndhB Edierungsposition 611 ist auch die ndhB Position 586 enthalten, da diese bei-
den wie schon in Maier et al. (1992) beschrieben, im Bereich von +5 bis -2 relativ
zur Edierungsposition identische Nukleotide aufweisen. Die ndhB Edierungsposi-
tion 611 weist außerdem Sequenzähnlichkeiten zu mitochondrialen Edierungspo-
sitionen aus nad3, nad5, nad6, atp4 und cox2 Transkripten aus Z. mays auf. Die
potentiellen cis-Sequenzen der beiden nad3 Edierungspositionen 137 und 190 und
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der ndhB Edierungsposition 611 sind im Bereich bis -5 und von -7 bis -8, bzw. von
-7 bis -9 übereinstimmend. Im Vergleich mit den weiteren dargestellten mitochon-
drialen Edierungspositionen sind Blöcke aus bis zu sechs identischen Nukleotiden
in verschiedenen Bereichen der potentiellen cis-Sequenzen vorhanden.
Für die Edierungsposition 568 des ndhB Transkriptes sind außer zu den bei-
den genannten Edierungspositionen des nad3 Transkriptes (bei Position 137 und
190) Sequenzähnlichkeiten zu der Edierungsposition 1958 des nad5 Transkriptes
aufgezeigt. Weiterhin weist die ndhB Edierungsposition 830 Sequenzähnlichkei-
ten, in Form von mehreren identischen Blöcken von bis zu fünf Nukleotiden, mit
Edierungspositionen aus nad3, nad5 und cox2 auf. In den meisten Fällen liegen die
identischen Nukleotide direkt stromaufwärts der Edierungspositionen. Für das dem
ndhB homologen mitochondrialen Gen nad2 aus Z. mays liegen in der Datenbank
des NCBI keine Informationen über RNA-Edierungspositionen vor, so dass der Se-
quenzvergleich mit nad2 RNA-Edierungspositionen hier fehlt.
Die in den Abschnitten 3.5, 3.5.1 und 3.5.2 vorgestellten Ergebnisse wurden in
Bolle et al. (2007) publiziert.
3.6 Isolierung und Identifizierung von
mitochondrialen Proteinen die an
RNA-Fragmente mit Edierungspositionen
binden
3.6.1 Verwendete Proteinextrakte und RNA-Fragmente
Im Rahmen dieser Arbeit sollten Proteine mit einer Beteiligung an der RNA-Edie-
rung in Mitochondrien Höherer Pflanzen isoliert und identifiziert werden. Hierfür
sollten mitochondriale Proteine mit spezifischer Bindung an RNA-Fragmente mit
RNA-Edierungspositionen analysiert werden. Um mitochondriale Proteinextrakte
mit Edierungsaktivität zu erhalten, wurden isolierte Mitochondrien aus B. oleracea
var. botrytis und A. thaliana verwendet, die wie im Abschnitt 3.2 gezeigt eine Edie-
rungsaktivität aufweisen. Die anschließende Isolierung des Proteinextraktes aus den
Mitochondrien erfolgte in Anlehnung an das Protokoll aus Takenaka und Brennicke
(2007). Die dort beschriebene Methode zur Gewinnung von Proteinextrakten aus
Mitochondrien wird für in vitro Analysen angewendet, in denen die RNA-Edierung









































Abbildung 3.12: Isolierung von RNA-bindenden Proteinen: Verwendete RNA-Fragmente und
Methode
a Schematische Abbildung des A. thaliana cox2 Gens im Vektor pTJ246 und der Lokalisation der
von der DNA-Sequenz abgeleiteten RNA Fragmente. Unter Verwendung der Oligonukleotide NB956
und NB878 wurde ein 321 bp großes PCR-Produkt erzeugt. Das Oligonukleotid NB 956 enthält zu-
sätzlich zu der spezifischen cox2-Sequenz am 5‘ Ende die T7-Promotorsequenz, so dass von dem
PCR-Fragment ausgehend eine in vitro Transkription durchgeführt werden konnte und das entspre-
chende RNA-Fragment erhalten wurde (A). Die RNA weist interne Biotin-16-UTP Markierungen
auf. Das Start-Kodon des cox2-Transkriptes ist blau unterlegt und die Positionsangaben sind in Re-
lation dazu angegeben. B1, B2: Von der Firma biomers.net synthetisch hergestellte 40 Nukleotid
große RNA-Fragmente mit 5‘ Biotin Markierung. B1: Mit Edierungsposition. B2: Zu RNA-Fragment
„B1” revers komplementäres RNA-Fragment als Negativ-Kontrolle. RNA-Edierungspositionen sind
in rot dargestellt. b Schematische Darstellung des Ablaufes der Isolierung von spezifisch an RNA-
Fragmente mit Edierungspositionen bindenden Proteinen. Das dargestellte RNA-Fragment ist am 5‘
Ende mit Biotin markiert. Nach Zugabe des Proteinextraktes (1) findet die spezifische und unspe-
zifische Bindung von Proteinen statt. Der Proteinextrakt mit unspezifisch bindenden Proteinen ist
hier mit Sternen und Dreiecken dargestellt. Nach der Inkubation von RNA und Proteinen werden die
Streptavidin-beschichteten Magnetpartikel (MP) zugegeben (2) und es findet eine Bindung des Bio-
tins an das Streptavidin statt. Auf einem magnetischen Stand werden die Magnetpartikel mit daran
bindenden RNA-Fragmenten von dem Überstand abgetrennt (3). Anschließend finden Waschschrit-
te statt (4) um unspezifisch bindende Proteine zu entfernen. Die RNA-bindenden Proteine werden
anschließend mit SDS-Elutionspuffer eluiert (5).
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Als Ziel-RNAs wurden zwei Fragmente aus dem cox2 Transkript aus A. tha-
liana ausgewählt. Die Lage der ausgewählten Fragmente in der cox2 Sequenz ist in
Abb. 3.12a dargestellt. Das Fragment „A” beinhaltet 200 Nukleotide der 5´ untrans-
latierten Region, sowie die ersten 100 Nukleotide der kodierenden Region. In dem
kodierenden Bereich liegen die RNA-Edierungspositionen 3, 4 und 5 vor (Num-
merierung entsprechend Tabelle 3.1). Die Position 3 wurde im Mais in organello
System und im endogenen Transkript aus Blumenkohl partiell und die Positionen
4 und 5 vollständig ediert (siehe Tabelle 3.1). Dieses Fragment wurde ausgewählt,
weil in früheren Arbeiten (Staudinger et al., 2005) gezeigt wurde, dass nicht nur
in der direkten Sequenzumgebung der Edierungspositionen sondern auch in der 5‘
untranslatierten Region und im 5‘ Bereich der kodierenden Region für die Edierung
des Transkriptes wichtige Bereiche liegen können.
Das RNA-Fragment „A” wurde mittels einer in vitro Transkription hergestellt.
Hierfür wurde zunächst mit den Oligonukleotiden NB956 und NB878 und dem im
Plasmid pTJ246 enthaltenen A. thaliana cox2 Gen eine PCR durchgeführt, um das
entsprechende Fragment von 300 bp zu amplifizieren (nicht gezeigt). Da das Oligo-
nukleotid NB956 am 5‘ Ende die T7-Promotorsequenz enthält konnte in der in vitro
Transkription das PCR-Fragment als Matrize dienen. Da im Folgenden die Isolie-
rung der RNA-Fragmente und der daran bindenden Proteine mittels Streptavidin-
beschichteter Magnetpartikel durchgeführt werden sollte (siehe Abb. 3.12b), wurde
das 300 Nukleotid-Fragment durch die Verwendung von Biotin-16-UTP in der in vi-
tro Transkription intern mit Biotin markiert. Zur Entfernung der DNA-Matrize wur-
de die in vitro Transkriptionsreaktion mit DNase I behandelt. Die Vollständigkeit des
DNA-Abbaus wurde mittels einer PCR nachgewiesen (nicht gezeigt). Die korrek-
te Größe des in vitro Transkriptes wurde auf einem denaturierenden Formaldehyd-
Agarosegel überprüft (nicht gezeigt).
Im Gegensatz zu dem Fragment „A” beinhaltet das Fragment „B1” nur die
RNA-Edierungsposition 17 sowie deren potentielle cis-Sequenz von 29 Nukleotiden
stromaufwärts und zehn Nukleotiden stromabwärts. Mittels in vitro und in organello
Analysen wurden entsprechende Sequenzen die essentiell für die Edierung der ana-
lysierten Positionen waren, in einem Bereich von ca. 20 Nukleotiden stromaufwärts
und einigen Nukleotiden stromabwärts, identifiziert (Übersichtsartikel siehe: Shika-
nai, 2006). Die im Fragment „B1” enthaltene RNA-Edierungsposition 17 wurde im
Mais in organello System und in den endogenen cox2 Transkripten aus Blumenkohl
vollständig ediert (siehe Tabelle 3.1).
Das RNA-Fragment „B1” wurde von der Firma biomers.net (Ulm) syntheti-
siert. Auch dieses Fragment wurde für die anschließende Isolierung der RNA und
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der daran bindenden Proteine mit Biotin markiert, allerdings erfolgte hier eine Mar-
kierung des 5‘ Endes. Um in den folgenden Analysen der isolierten Proteine un-
spezifisch bindende Proteine von den spezifischen unterscheiden zu können, wur-
de zusätzlich das RNA-Fragment „B2” synthetisiert, welches revers komplementär
zu dem Fragment „B1” ist. Das Fragment „B2” war ebenfalls am 5‘ Ende Biotin-
markiert und diente im Folgenden als Negativ-Kontrolle.
3.6.2 Optimierung der Methode zur Isolierung von
RNA-bindenden Proteinen
Die Bindung der Proteine an die RNA-Fragmente erfolgte in einem Puffer, der auch
für in vitro Analysen der RNA-Edierung genutzt wird (Takenaka und Brennicke,
2007) und somit eine Bindung der entsprechenden Proteine an die RNA-Substrate
erlaubt (für Zusammensetzung des Puffers siehe Abschnitt 2.2.9). Zunächst wur-
de das RNA-Fragment „B1” sowie das RNA-Fragment „B2” (siehe Abschnitt 3.6.1
und Abb. 3.12a) mit einem mitochondrialen Proteinextrakt aus Blumenkohl inku-
biert. Um eine unspezifische Bindung von Proteinen an die RNA-Fragmente zu
reduzieren, wurden vor Zugabe der Biotin-markierten RNA-Fragmente 200 µg/ml
Hefe-RNA zu dem Proteinextrakt zugegeben. Nach der Inkubation von RNA und
Proteinen wurden die Biotin-markierten RNA-Proteinkomplexe anschließend unter
Ausnutzung der Affinität des Biotins für Streptavidin mit Hilfe von Streptavidin-
beschichteten Magnetpartikeln isoliert. Nach zwei Waschschritten wurden die Ma-
gnetpartikel mit daran haftenden RNA-Proteinkomplexen mit einem SDS-haltigen
Puffer mehrere Minuten gekocht und hierdurch die Proteine von der RNA eluiert.
Die isolierten Proteine wurden anschließend auf einem 10%igen SDS-Polyacryl-
amidgel aufgetrennt. In Abb. 3.13 ist zu erkennen, dass sowohl mit dem RNA-
Fragment „B1”, als auch mit dem RNA-Fragment „B2” eine Reihe von Proteinen
verschiedener Größe isoliert worden sind. Allerdings liegt kein erkennbarer Unter-
schied in dem Vorkommen von Proteinbanden zwischen den beiden Proben vor.
Bei der spezifischen Bindung eines Proteins hätte dieses nur in der Spur 1 mit dem
RNA-Fragment „B1” zu sehen sein dürfen.
Um die Anzahl der unspezifisch bindenden Proteine zu reduzieren, wurden
im Folgenden eine Reihe von Änderungen im Protokoll vorgenommen. Da Bio-
tin für eine Vielzahl der mitochondrialen Enzyme die prosthetische Gruppe ist, lie-
gen diese Proteine in vivo biotinyliert vor und binden ebenfalls an die Streptavidin-
beschichteten Magnetpartikel. Zur Verringerung dieser Bindungen wurden in den
folgenden Analysen Proteinextrakte verwendet, welche vor der Inkubation mit der
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Abbildung 3.13: Bindung von mitochondrialen Proteinen an das 40 Nukleotid-RNA-Fragment
SDS-Polyacryamidgelelektrophorese von mitochondrialen Proteinen mit Bindeaffinität an das 40
Nukleotid große cox2-RNA-Fragment „B1” (1) bzw. an das Kontroll-RNA-Fragment „B2” (2). Es
wurden mitochondriale Proteine aus B. oleracea var. botrytis verwendet. Das 10%ige Polyacrylamid-
gel wurde mit Coomassie gefärbt um die Proteinbanden sichtbar zu machen. In den Spuren 1 und 2
ist kein Unterschied im Bandenmuster zu erkennen. M= Größenmarker.
RNA zweimal mit Streptavidin-beschichteten Magnetpartikeln inkubiert wurden.
Des Weiteren wurde der Proteinextrakt vor Zugabe der Biotin-markierten RNA mit
100 µg/ml Hefe-RNA versetzt und mit dieser für 15 Minuten inkubiert. Die Biotin-
markierte RNA wurde außerdem einer Inkubation für drei Minuten bei 65◦C und
anschließend für zehn Minuten bei 37◦C unterzogen um die Bildung der korrek-
ten Sekundärstruktur zu initiieren. Außerdem wurde die Anzahl der Waschschrit-
te von den Magnetpartikeln und den daran haftenden RNA-Proteinkomplexen von
zwei auf sechs erhöht. Für eine gleichzeitig schonendere und effizientere Elution
wurde zunächst für 20 Minuten bei 60◦C mit dem SDS-Elutionspuffer inkubiert,
der Puffer dann abgenommen und die Magnetpartikel für zwei Minuten mit SDS-
Elutionspuffer in einem kochendem Wasserbad erhitzt. Die Eluate wurden vereinigt
und auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Mit den vorgenommenen Än-
derungen im Protokoll wurde eine deutliche Verringerung der unspezifischen Bin-
dungen an die RNA-Fragmente erreicht, so dass im Folgenden nach diesem Proto-
koll verfahren wurde. Die entsprechenden Abbildungen sind in den folgenden Ab-
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schnitten gezeigt. Die hier dargestellte Optimierung des Protokolls erforderte die
mehrfache Durchführung der aufwändigen Experimente zur Isolierung von RNA-
bindenden Proteinen. Eine vereinfachte Darstellung der Methode ist in Abb. 3.12b
zu sehen.
3.6.3 Keine spezifische Bindung von Proteinen an das 300
Nukleotid große RNA-Fragment
Um bei der Verwendung des RNA-Fragmentes „A” als Ziel-RNA für die Isolierung
spezifischer Proteine die spezifisch-bindenden Proteine von den unspezifisch an das
Streptavidin auf den Magnetpartikeln bindenden unterscheiden zu können, wurde
im Folgenden parallel ein Ansatz ohne Zusatz von Biotin-markierter RNA durch-
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Abbildung 3.14: Bindung von mitochondrialen Proteinen an das 300
Nukleotid-RNA-Fragment
SDS-Polyacryamidgelelektrophorese eines 10%igen Gels von mitochondrialen Proteinen aus B. ole-
racea var. botrytis mit Bindeaffinität an das 300 Nukleotid große cox2-RNA-Fragment „A” (1). In der
Spur 2 ist die Kontrolle zu sehen, hier wurde keine Biotin-markierte RNA zu den mitochondrialen
Proteinen zugegeben. ex= mitochondrialer Gesamtproteinextrakt; M= Größenmarker. In a ist eine
Coomassie-Färbung des Gels zu sehen, anschließend wurde eine Silber-Färbung durchgeführt (b).
Weder in dem Coomassie- noch in dem Silber-gefärbten Gel ist ein Unterschied im Bandenmuster
zu erkennen.
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geführt. Mittels des optimierten Protokolls (siehe vorherigen Abschnitt) wurden an
das RNA-Fragment „A” bindende Proteine aus einem mitochondrialen Proteinex-
trakt aus Blumenkohl isoliert. Die Auftrennung der Proteine auf einem Coomassie-
gefärbten SDS-Polyacrylamidgel ist in Abb. 3.14a zu sehen. Auf dem Gel sind so-
wohl in der Spur des Ansatzes mit dem RNA-Fragment „A” (Spur1), als auch in der
Spur des Kontroll-Ansatzes ohne Zugabe von Biotin-markierter RNA (Spur 2) nur
jeweils 2 Banden zu erkennen, eine bei ca. 29 kDa, die andere etwas höher als die
66 kDa-Bande des Größenmarkers. Um auch in geringerer Konzentration vorliegen-
de Proteine sichtbar zu machen wurde das Gel im Anschluss einer Silber-Färbung
unterzogen (siehe Abb. 3.14b). Hier wurden zwar eine Reihe von zusätzlichen Pro-
teinbanden sichtbar gemacht, allerdings konnte auch hier keine ausschließlich in der
Spur 1 vorliegende Proteinbande detektiert werden, so dass davon auszugehen ist,
dass die hier isolierten Proteine unspezifisch an die mit Streptavidin beschichteten
Magnetpartikel gebunden haben. Da keine spezifische Bindung von Proteinen erzielt
wurde, wurden mit dem RNA-Fragment „A” keine weiteren Experimente durchge-
führt.
3.6.4 Isolierung von Proteinen verschiedener Größe mit
Bindung an das RNA-Fragment von 40 Nukleotiden
Die Isolierung von spezifisch an das 40 Nukleotid große RNA-Fragment „B1” bin-
denden Proteinen erfolgte zunächst unter Verwendung eines mitochondrialen Pro-
teinextraktes aus B. oleracea var. botrytis. Zur Unterscheidung der spezifisch und
der unspezifisch bindenden Proteine wurde parallel ein Kontroll-Ansatz mit dem
RNA-Fragment „B2” durchgeführt (siehe Abschnitt 3.6.1). Unter Anwendung des
optimierten Protokolls (siehe Abschnitt 3.6.2) wurden die Proteine isoliert und auf
dem in Abb. 3.15a dargestellten mit Coomassie gefärbten Polyacrylamidgel aufge-
trennt. Wie auch im Falle des RNA-Fragmentes „A” wurden hier sowohl in dem
Ansatz mit dem RNA-Fragment „B2”, als auch in dem Ansatz mit dem RNA-
Fragment „B1” ein Protein mit der Größe von ca. 29 kDa isoliert. Weiterhin wurden
unter Verwendung des RNA-Fragmentes „B1” drei Proteinbanden erhalten, welche
in der Negativ-Kontrolle mit dem RNA-Fragment „B2” nicht, oder nur sehr schwach
nachweisbar sind. Es handelt sich hierbei um eine Bande höherer Intensität von ca.
66 kDa und zwei Banden geringerer Intensität, eine direkt unterhalb von 66 kDa
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Abbildung 3.15: Spezifische Bindung von mitochondrialen Proteinen an das
40 Nukleotid-RNA-Fragment
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese von mitochondrialen Proteinen aus (a) B. oleracea var. botry-
tis und (b) A. thaliana Zellkulturen mit Bindeaffinität an das 40 Nukleotid große cox2-RNA-
Fragment „B1” (1) und an das RNA-Fragment „B2” (2). Es handelt sich um 10%ige Gele, wel-
che mit Coomassie gefärbt wurden. Sowohl bei der Verwendung von mitochondrialen Proteinen aus
B. oleracea var. botrytis als auch aus A. thaliana wurden Proteine mit spezifischer Bindung an das
cox2-RNA-Fragment mit Edierungsposition 17 angereichert. In der Spur 1 ist jeweils auf der Höhe
von ca. 66 kDa eine stärkere Bande zu erkennen. Des Weiteren sind spezifische Proteine in geringerer
Konzentration in der Spur 1 in a und b zu sehen. Die spezifischen oder zumindest stark angereicher-
ten Proteine sind mit roten Pfeilen markiert und in b nummeriert. ex= verwendeter mitochondrialer
Gesamtproteinextrakt. M= Größenmarker.
3.6.5 Identifizierung der spezifischen Proteine
Die Identifizierung der spezifisch an das RNA-Fragment „B1” bindenden Proteine
sollte mittels einer MALDI-TOF/TOF-massenspektrometrischen Analyse erfolgen.
Bei der „Matrix-assisted-laser-desorption-ionisation” (MALDI) werden durch eine
vorherige Spaltung des Proteins mit Trypsin Peptide erzeugt, die in UV-absorbie-
rende, saure Matrixkristalle eingelagert und dadurch ionisiert werden. Durch Be-
strahlung mit einem UV-Laserimpuls werden die Peptidionen freigesetzt und gehen
in die Gasphase über. In einem elektrischen Feld werden die Ionen anschließend
beschleunigt und treten durch einen Schlitz in den Analysator ein. Da durch das
elektrische Feld auf alle Ionen die gleiche Energie übertragen wird, hängt die Ge-
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schwindigkeit, mit der die Ionen durch das feldfreie Flugrohr fliegen (Flugzeitana-
lysator: TOF steht für „time of flight”) und den Detektor erreichen, von ihrem Mas-
se/Ladungsverhältnis ab. Bei bekannter Ladung kann so das Molekulargewicht der
Peptide ermittelt werden. Bei der hier angewendeten Tandem-Massenspektrometrie
werden ausgewählte Peptidionen weiter fragmentiert und in einem zweitem TOF-
Analysator wird das Molekulargewicht der Fragmente bestimmt, so dass der In-
formationsgehalt für die Proteinidentifikation zunimmt. Durch einen anschließen-
den Vergleich der erhaltenen Daten mit den in Datenbanken vorliegenden Proteinen
mittels des Programms Mascot (Perkins et al., 1999) können dann die Proteine iden-
tifiziert werden.
Die Probenvorbereitung für die MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie (MS)
ist in Abschnitt 2.2.13 beschrieben. Die anschließende massenspektrometrische Ana-
lyse erfolgte im Zoologischen Institut der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel
und wurde von Dr. Cristoph Gelhaus durchgeführt.
Die MALDI-TOF/TOF-massenspektrometrische Analyse der in Abb. 3.15a mar-
kierten Banden erbrachte aufgrund einer zu geringen Proteinkonzentration in den
zwei Banden niedriger Intensität nur bei der Analyse der Bande von 66 kDa ein
Ergebnis. Identifiziert wurde aber ein Protein aus A. thaliana, das in seinen physio-
chemischen Eigenschaften nicht zu der Bande passt und das soweit charakterisiert
vorliegt, dass eine Funktion in den Mitochondrien und bei der RNA-Edierung als
sehr unwahrscheinlich erscheint. Da die Identifizierung der Proteine durch einen
Abgleich der erhaltenen Ergebnisse aus den MS/MS-Analysen mit den in den Da-
tenbanken vorliegenden Proteinen abläuft, und für Blumenkohl kaum Sequenzinfor-
mationen vorliegen, ist davon auszugehen, dass das Protein der Bande nicht korrekt
zugeordnet wurde.
In Abschnitt 3.2.2 wurde gezeigt, dass Mitochondrien aus A. thaliana Zellkul-
turen aktiv sind und RNA edieren. Aus diesem Grund wurde das Experiment unter
Verwendung eines mitochondrialen Proteinextraktes aus A. thaliana Zellkulturen
wiederholt. Da das Genom von A. thaliana vollständig sequenziert vorliegt (geno-
me initiative, 2000), sollte eine Identifizierung der spezifisch bindenden Proteine in
einer MS/MS-Analyse zu erreichen sein. In Abb. 3.15b sind die durch Bindung an
das 40 Nukleotid RNA-Fragment isolierten Proteine dargestellt. Es ist zu erkennen,
dass die Anreicherung des spezifisch bindenden Proteins von ca. 66 kDa (Pfeil 3)
bei Verwendung von mitochondrialen Proteinen aus A. thaliana reproduziert wer-
den konnte. Auch die sowohl in der Spur 1 als auch in der Spur 2 vorliegende Bande
von ca. 29 kDa ist hier zu erkennen. Des Weiteren wurden spezifische Proteine ge-
ringerer Konzentration erhalten, die in der Abb. 3.15b mit 1 und 2 nummeriert sind.
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1 MFALSKVLRR TQRLRLGACS AVFSKDIQLG GERSFDSNSI ASTKREAVPR 
51 FYEISSLSNR ALSSSAGTKS DQEEDDLEDG FSELEGSKSG QGSTSSDEDE 
101 GKLSADEEEE EELDLIETDV SRKTVEKKQS ELFKTIVSAP GLSIGSALDK
151 WVEEGNEITR VEIAKAMLQL RRRRMYGRAL QMSEWLEANK KIEMTERDYA 
201 SRLDLTVKIR GLEKGEACMQ KIPKSFKGEV LYRTLLANCV AAGNVKKSEL
251 VFNKMKDLGF PLSGFTCDQM LLLHKRIDRK KIADVLLLME KENIKPSLLT
301 YKILIDVKGA TNDISGMEQI LETMKDEGVE LDFQTQALTA RHYSGAGLKD 
351 KAEKVLKEME GESLEANRRA FKDLLSIYAS LGREDEVKRI WKICESKPYF 
401 EESLAAIQAF GKLNKVQEAE AIFEKIVKMD RRASSSTYSV LLRVYVDHKM 
451 LSKGKDLVKR MAESGCRIEA TTWDALIKLY VEAGEVEKAD SLLDKASKQS 
501 HTKLMMNSFM YIMDEYSKRG DVHNTEKIFL KMREAGYTSR LRQFQALMQA 
551 YINAKSPAYG MRDRLKADNI FPNKSMAAQL AQGDPFKKTA ISDILD
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Abbildung 3.16: In MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie identifizierte Peptide des
PPR-Proteins At1g80270.1
Hier dargestellt ist die Aminosäuresequenz des PPR-Proteins At1g80270.1 mit insgesamt 596 Ami-
nosäuren. Die den MS-Spektren zugeordneten Peptide sind mit roten Buchstaben dargestellt, wobei
mit diesen eine Aminosäuresequenzabdeckung von 25% erreicht wird. Die PPR-Domänen des Pro-
teins sind blau umrandet.
Im Folgenden sollten die drei spezifisch an die Edierungsposition 17 des A. thaliana
cox2 Transkriptes bindenden Proteine identifiziert werden.
Das Protein der Bande 2 (siehe Abb. 3.15b) konnte eindeutig als Rinderserum-
Albumin mit einem Molekulargewicht von 66,2 kDa identifiziert werden. Rinderse-
rum-Albumin ist ein essentieller Bestandteil des für die Mitochondrien-Isolierung
verwendeten Puffer A. Daher musste damit gerechnet werden, dass auch im Protei-
neluat Rinderserum-Albumin vorhanden ist. Das Protein der Bande 1 konnte in der
MS/MS-Analyse nicht identifiziert werden.
Für die Bande 3 mit ca. 66 kDa wurde nach der MS/MS-Analyse eine Su-
che in der Datenbank des NCBI mittels des Programms Mascot durchgeführt. Die
Suche in der Datenbank wurde auf die unter „viridiplantae” zu findenden Einträ-
ge beschränkt, und führte zu dem A. thaliana Protein At1g80270.1, welchem ein
Mascot-score von 63 zugewiesen wurde. Bei einem Score von 68 wäre das ge-
wünschte Signifikanzniveau von 0,05 erreicht worden. Der Score von 63 entspricht
einem p-Wert von 0,18, d.h. mit ungefähr 18% Wahrscheinlichkeit ist das Ergeb-
nis ein Zufallstreffer. Die den MS-Spektren zugeordneten Peptide sind in Abb. 3.16
in rot in die gesamte Aminosäuresequenz des Proteins eingezeichnet. Es ergibt sich
hieraus eine Aminosäuresequenzabdeckung von 25%. Bei dem Protein At1g80270.1
handelt es sich um ein kernkodiertes Protein der „pentatricopeptide repeat” (PPR)-
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Abbildung 3.17: A. thaliana PPR-Protein At1g80270.1
Schematische Darstellung des PPR-Proteins At1g80270.1 aus A. thaliana. Eine MALDI-TOF/TOF-
MS Analyse des in Abb. 3.15 in der Spur 1 vorhandenen spezifisch an das RNA-Fragment „B1”
bindenden Proteins bei ca. 66 kDa (Bande 3) und eines anschließenden Abgleichs der erhaltenen
Daten mit in der NCBI Datenbank unter „viridiplantae” vorliegenden Proteinen mittels Mascot er-
gab dieses PPR-Protein. Nach Lurin et al., 2004 enthält das Protein sechs PPR-Domänen (P), zwei
davon sind sogennante „PPR-like”S Motive (S). Eingezeichnet ist außerdem eine TPR-ähnliche Do-
mäne (T) (laut Superfamiliy-Datenbankeintrag: 48452) und die mittels des Programms „Mitoprot2”
ermittelte Transitsequenz, die nach Import des Proteins in die Mitochondrien abgespalten werden
soll (S).
Umrandungen gekennzeichnet sind. Es wird deutlich, dass die durch MS-Spektren
zugeordneten Peptide zum Teil innerhalb der PPR-Domänen liegen.
Das Protein At1g80270.1 wurde von Lurin et al. (2004) mit der Bezeichnung
PPR 1 29782285 innerhalb der PPR-Proteinfamilie der P-Unterfamilie zugeordnet
und enthält sechs PPR-Domänen, davon zwei sogennante „PPR-like” S Motive.
Weiterhin wurde durch die Domänensuche „InterProScan” (Zdobnov und Apweiler,
2001) auf der Internetseite des EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk/) eine „tetratricopep-
tide repeat” (TPR)-ähnliche Domäne identifiziert (Superfamiliy-Datenbankeintrag:
48452; Gough et al., 2001). TPR-Domänen liegen in Proteinen der TPR-Familie
vor, welche hauptsächlich mit anderen Proteinen interagieren (Saha et al., 2007).
Eine schematische Darstellung des Proteins und der Lokalisation der vorhandenen
Domänen ist in Abb. 3.17 dargestellt.
Das At1g80270.1-Protein wurde von der „gene ontology”-Datenbank (Ashbur-
ner et al., 2000) als DNA-bindendes Protein annotiert. Diese Annotierung beruht
nicht auf experimentellen Daten, sondern auf Vorhersagen aufgrund von Sequenz-
ähnlichkeiten zu DNA-bindenden Proteinen. Das kalkulierte Molekulargewicht des
At1g80270.1-Proteins beträgt 67,382 kDa. Die in der „TAIR”-Datenbank (steht für
„The Arabidopsis Information Resource”; zu finden auf: www.arabidopsis.org) vor-
handenen Informationen weisen außerdem auf eine mitochondriale Lokalisierung
des kernkodierten Proteins hin. Diese Informationen beruhen auf mehreren Pro-
grammen, welche subzelluläre Lokalisierungen von Proteinen vorhersagen. Hierbei
handelt es sich unter anderem um „ipsort” (Bannai et al., 2002), „TargetP” (Ema-
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nuelsson et al., 2000) und „Mitoprot2” (Claros und Vincens, 1996). Das Programm
„Mitoprot2” hat außerdem eine N-terminale Sequenz von 16 Aminosäuren identi-
fiziert, welche nach dem Import in die Mitochondrien abgespalten wird. Das kal-
kulierte Molekulargewicht des so prozessierten PPR-Proteins At1g80270.1 würde
dann noch 65,32 kDa betragen. Dieses Molekulargewicht entspricht ungefähr dem
des in der Abb. 3.15 beobachteten Proteins 3, welches hier analysiert wurde. Die
Bande 3 hat ein etwas niedrigeres Molekulargewicht als das Rinderserum-Albumin
der Bande 2 mit 66,2 kDa.
4 Diskussion
Der Prozess der RNA-Edierung in Mitochondrien Höherer Pflanzen ist bislang in
seinem Ablauf noch nicht vollständig aufgeklärt und daran beteiligte Faktoren wur-
den bislang nicht identifiziert. Für die Analyse des Prozesses wird die RNA-Edierung
von fremden oder modifizierten mitochondrialen Transkripten analysiert. Im Gegen-
satz zu den Plastiden, bei denen eine Analyse der RNA-Edierung mittels transplas-
tomischer Pflanzen erfolgen kann (Svab et al., 1990), ist die Transformation von
Mitochondrien Höherer Pflanzen aufgrund fehlender Selektionsmarker noch nicht
durchführbar.
Um die Erkennung und Edierung von RNA-Edierungspositionen näher zu ana-
lysieren, wurde in dieser Arbeit unter anderem das in einer vorhergehenden Arbeit
(Staudinger, 2004) etablierte in organello System für Mitochondrien aus Mais ver-
wendet. Der Vorteil eines in organello Systems gegenüber in vitro Systemen ist, dass
in intakten Mitochondrien die Ähnlichkeit zur in vivo Situation wesentlich größer
ist als in mitochondrialen Extrakten. So ist auch die Effizienz der RNA-Edierung in
in vitro Systemen mit Edierungsraten zwischen 1,5% und 7% relativ gering (Neu-
wirt et al., 2005), wohingegen im in organello System bei einigen Transkripten ei-
ne vollständige RNA-Edierung beobachtet wird (Staudinger und Kempken, 2003).
Dies hängt möglicherweise mit einer geringeren Konzentration der für die Edie-
rung benötigten Faktoren im in vitro System zusammen. Eine andere Erklärung für
die geringe Edierungseffizienz in vitro wäre, dass die Prozessierungsreaktionen der
Transkripte in den Mitochondrien an bestimmte Kompartimente gekoppelt sind. So
scheinen zum Beispiel Transkriptions- und Translationskomplexe in Mitochondrien
aus Saccharomyces cerevisiae membranassoziiert zu sein (Rodeheffer und Shadel,
2003; Craig et al., 2003; Krause et al., 2004).
Im in organello System wird die Transkriptions- und Prozessierungsaktivität
der isolierten Mitochondrien in einem Puffer aufrechterhalten, der ADP als anor-
ganisches Phosphat und auch die oxidierbaren Substrate Glutamat und Malat ent-
hält und somit eine Fortführung der oxidativen Phosphorylierung ermöglicht. In der
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Arbeit von Staudinger (2004) wurde die Aufrechterhaltung der Respiration in iso-
lierten Mitochondrien aus Mais mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes nachgewiesen.
Durch Inkorporationsversuche von [α32P]-UTP und von Biotin-UTP wurde außer-
dem gezeigt, dass in organello eine RNA-Synthese stattfindet sowie dass die neu
synthetisierten endogenen Transkripte ediert werden. In einer Zeitreihe konnten die
Prozessierungsreaktionen des Spleißens und der Edierung der neu synthetisierten
Transkripte bis zu sieben Stunden lang nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde
mittels Elektroporation Plasmid-DNA in die isolierten Mais-Mitochondrien einge-
bracht und eine Lokalisierung der eingebrachten Fremd-DNA in der mitochondria-
len Matrix gezeigt.
4.1 Für zwei dikotyle Pflanzen wurden in organello
Systeme entwickelt
Zu Beginn dieser Arbeit lagen in organello Systeme für die monokotylen Pflan-
zen Zea mays und Sorghum bicolor vor (Staudinger und Kempken, 2003), bzw. war
ein in organello System für Triticum aestivum (Farré und Araya, 2001) beschrieben.
Eine Etablierung von in organello Systemen für die dikotylen Pflanzen Brassica ole-
racea var. botrytis und Arabidopsis thaliana im Rahmen dieser Arbeit ermöglichte
die erstmalige Analyse der Edierung von Transkripten aus monokotylen Pflanzen
in dikotylen Mitochondrien (Bolle und Kempken, 2006). Von Choury et al. (2005)
wurde ebenfalls ein in organello System für eine dikotyle Pflanze, Solanum tubero-
sum, entwickelt. Etwas später wurde dann von Choury und Araya (2006) auch die
Edierung monokotyler Transkripte in dikotylen Mitochondrien analysiert.
Für mitochondriale Proteinextrakte aus Blumenkohl-Infloreszenzen wurde von
Neuwirt et al. (2005) auch ein in vitro System entwickelt, welches eine für in vitro
Systeme hohe Edierungsrate von maximal 7% aufweist. Im Falle des in dieser Arbeit
entwickelten Blumenkohl in organello Systems lag eine effiziente Prozessierung der
Transkripte vor, da nur vollständig gespleißte und edierte Transkripte nachzuweisen
waren. Da Blumenkohl leicht in großen Mengen erhältlich ist, ist das Blumenkohl
in organello System somit auch für umfangreiche Fragestellungen und Analysen
geeignet.
Auch in den Mitochondrien aus A. thaliana lag eine vollständige Edierung an
den untersuchten Positionen in den gespleißten Transkripten der Fremdgene vor. Da
die cDNA der gespleißten Transkripte allerdings nur in geringer Konzentration vor-
lag und eine Bande höherer Konzentration im Agarosegel zu beobachten war, die der
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bei ungespleißten Transkripten erwarteten Höhe entsprach, ist von einer geringen
Prozessierungsaktivität der isolierten A. thaliana Mitochondrien auszugehen. Mög-
licherweise wäre eine schonendere Präparation der Mitochondrien vonnöten um ei-
ne höhere Aktivität zu erreichen. Eine Optimierung des Protokolls wurde allerdings
nicht durchgeführt, da für weitere in organello Analysen Blumenkohl verwendet
wurde. Zusätzlich zu dem vollständig sequenziert vorliegendem Kerngenom (geno-
me initiative, 2000) und Chondriom (Unseld et al., 1997) von A. thaliana liegen in
der Datenbank Informationen über putative und viele bereits charakterisierte Prote-
ine aus A. thaliana vor. Dies war im Rahmen dieser Arbeit von großer Bedeutung
und wird auch für kommende Analysen der RNA-Edierung wichtig sein.
4.2 Arabidopsis thaliana und Zea mays cox2
Transkripte werden in heterologen
Mitochondrien effizient gespleißt und ediert
Schon Staudinger und Kempken (2003, 2004) zeigten, dass das A. thaliana cox2
Gen in Mitochondrien aus Z. mays transkribiert wird und die Transkripte effizient
gespleißt und an allen untersuchten RNA-Edierungspositionen ediert werden. Eine
Transkription von dem A. thaliana cox2 Promotor in den Mitochondrien des mono-
kotylen Z. mays erfolgt wahrscheinlich mittels der zwei vorliegenden Promotormo-
tive 5‘ CGTA 3‘ bei -210 und 5‘ ATTA 3‘ bei -481 relativ zum Start-Kodon. Von
beiden Promotoren wurde eine Initiierung der Transkription in Mitochondrien aus
A. thaliana beschrieben (Kühn et al., 2005). Durch eine Verwendung dieses Pro-
motorbereiches im Plasmid pNB475 wurde in dieser Arbeit eine Transkription der
Z. mays cox2 Sequenz auch in Mitochondrien aus B. oleracea var. botrytis und aus
A. thaliana erreicht (siehe Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2).
Die Z. mays cox2 Transkripte wurden des Weiteren sowohl in Mitochondri-
en aus B. oleracea var. botrytis als auch in Mitochondrien aus A. thaliana korrekt
gespleißt. In Übereinstimmung hiermit wurde das Spleißen von Introns fremder
cox2 Transkripte schon in isolierten Mitochondrien aus T. aestivum, Z. mays und
S. tuberosum beobachtet (Farré und Araya, 2001; Staudinger und Kempken, 2003;
Choury und Araya, 2006). Von Herdenberger et al. (1994) wurde des Weiteren ge-
zeigt, dass ein mitochondriales Gruppe II Intron aus Scenedesmus obliquus sogar
in Chloroplasten der einzelligen Alge Chlamydomonas reinhardtii korrekt gespleißt
wird. Da Gruppe II Introns aus Mitochondrien Höherer Pflanzen in vitro nicht zum
Selbst-Spleißen befähigt sind, wird angenommen, dass sie Spleißfaktoren benöti-
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gen. Abgesehen von einer A. thaliana Kern-Mutante mit einem Spleißdefekt des
nad4 Transkriptes (Nakagawa und Sakurai, 2006), sind noch keine Spleißfaktoren
für mitochondriale Gruppe II Introns aus Pflanzen identifiziert worden. In Chloro-
plasten Höherer Pflanzen hingegen wurden in Z. mays die kernkodierten Faktoren
CRS2, CAF1, CAF2, CFM2 und RNC1 sowie in A. thaliana orthologe Faktoren für
CAF1, CAF2 und CFM2 beschrieben, die jeweils für das Spleißen mehrerer plasti-
därer Gruppe II Introns notwendig sind (Jenkins et al., 1997; Ostheimer et al., 2003;
Asakura und Barkan, 2006; Watkins et al., 2007; Asakura und Barkan, 2007). Da die
Intronspezifitäten der Proteine dieser orthologen Gene zwischen Z. mays und A. tha-
liana konserviert zu sein scheinen, weist dies auf eine Rekrutierung der Proteine als
Spleißfaktoren vor der Trennung von mono- und dikotylen Pflanzen hin (Asakura
und Barkan, 2006, 2007).
Das in dieser Arbeit gezeigte Spleißen des Z. mays cox2 Introns in den Mit-
ochondrien aus B. oleracea var. botrytis und A. thaliana deutet auch auf ähnliche
oder sogar gleiche Spleißfaktoren der beteiligten Pflanzen hin. Da es sich in diesem
Fall um ein nicht-homologes Intron handelt, sind hier eventuell Faktoren beteiligt,
die ähnlich wie in den Plastiden für das Spleißen einer Gruppe von Introns notwen-
dig sind und so auch in der Lage sind, das heterologe Intron zu erkennen und zu
spleißen.
In den Mitochondrien aus A. thaliana lief das Spleißen des Z. mays cox2 In-
trons nicht effizient ab, da in der RT-PCR cDNA der Größe von ungespleißten Tran-
skripten amplifiziert wurde (siehe Abschnitt 3.2.2). Um die Identität der cDNA-
Fragmente zu bestätigen, hätte eine Sequenzierung stattfinden müssen. Da aller-
dings in der Regel ungespleißte oder anderweitig unprozessierte Transkripte auch
nicht vollständig ediert vorliegen (Yang und Mulligan, 1991; Iwabuchi et al., 1993;
Staudinger und Kempken, 2004), wurde nur die cDNA der gespleißten Transkripte
näher analysiert.
Gleichzeitig wird durch dieses RT-PCR-Produkt von ca. 1400 bp deutlich, dass
die Bedingungen der RT-PCR auch die Amplifikation größerer cDNA-Fragmente
erlauben. Da wiederum in den Blumenkohl-Mitochondrien nur cDNA gespleißter
Transkripte amplifiziert wurde, ist davon auszugehen, dass dort die fremden cox2
Transkripte effizient und vollständig gespleißt wurden (siehe Abschnitt 3.2.1).
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit einer Ausnahme alle unter-
suchten Edierungspositionen des Mais cox2 Transkriptes in den Mitochondrien aus
B. oleracea var. botrytis und A. thaliana vollständig ediert vorlagen (Bolle und
Kempken, 2006). Bei der Ausnahme handelte es sich um die nur in B. oleracea var.
botrytis- und nicht in A. thaliana-Mitochondrien analysierte Position 24. Die Po-
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sition 24 liegt allerdings nur in dem Datenbankeintrag „accession no.” AY973492
des NCBI als partiell edierte Position beschrieben vor, in dem Eintrag „accession
no.” AY506529 handelt es sich hingegen nicht um eine RNA-Edierungsposition. Da
diese Position somit auch in vivo wahrscheinlich nur partiell oder gar nicht ediert
vorliegt, würde dies die nicht erfolgte Edierung im Blumenkohl in organello Sys-
tem erklären. Durch die Edierung an der Position 24 würde das für die Aminosäure
Isoleucin stehende Kodon „AUC” in das synonyme Kodon „AUU” umgewandelt, so
dass es sich um eine sogenannte stille Edierung handelt. Stille Edierungspositionen
werden in mitochondrialen Transkripten aus Pflanzen häufig mit einer geringeren
Effizienz ediert als Edierungspositionen, die eine Änderung der Aminosäuresequenz
bewirken und somit wichtig für die Funktionalität des Proteins sind (Kempken et al.,
1991; Schuster und Brennicke, 1991; Kempken et al., 1995; Mower und Palmer,
2006).
Des Weiteren wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die bisher im in organel-
lo System noch nicht analysierten RNA-Edierungspositionen des A. thaliana cox2
Transkriptes in Mitochondrien aus Z. mays bis auf zwei Positionen ediert werden
(siehe Abschnitt 3.2.3; Bolle und Kempken, 2006). Bei den beiden nicht edier-
ten Positionen 2 und 11 des A. thaliana cox2 Transkriptes handelt es sich ebenso
wie bei der Position 24 im Z. mays cox2 Transkript um stille Edierungspositionen,
welche wie bereits erwähnt mit einer geringeren Effizienz ediert werden. Außer-
dem weisen verschiedene Analysen aus Tabak- und Mais-Chloroplasten (Ruf und
Kössel, 1997; Karcher und Bock, 2002; Peeters und Hanson, 2002; Chateigner-
Boutin und Hanson, 2003), aber auch aus Mais-Mitochondrien (Grosskopf und Mul-
ligan, 1996) auf gewebe- sowie z.T. auch auf entwicklungsspezifische Unterschiede
der RNA-Edierung einiger Transkripte hin. In Übereinstimmung hierzu werden in
A. thaliana mehrere RNA-Edierungspositionen in Zellkulturen (NCBI „accession
no.” NC 001284; Giege und Brennicke, 1999) aber nicht in Rosetten-Blättern von
A. thaliana (Bentolila et al., 2008) ediert, so auch die in dieser Arbeit mit 11 be-
zeichnete Edierungsposition des cox2 Transkriptes. Eine im Rahmen dieser Arbeit
durchgeführte Identifizierung der RNA-Edierungspositionen des cox2 Transkriptes
aus Blumenkohl (siehe Abschnitt 3.2.1 und Anhang) ergab außerdem, dass die bei-
den Positionen 2 und 11 hier keine Edierungspositionen sind. Aufgrund dieser Hin-
weise ist anzunehmen, dass die Positionen 2 und 11 nur in Mitochondrien aus A. tha-
liana Zellkulturen ediert werden, und eine Edierung im Mais in organello System
nicht zu erwarten war.
Unter den vollständig edierten Positionen der fremden cox2 Transkripte in den
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ATGATTGTTC------TAAAATGGTTATTCCTCACAATTTCTCCT
ATGATTCTTCGTTCATTAGAATGTCGATTCCTCACAATCGCTCTT



















Abbildung 4.1: cox2 Sequenzvergleich zwischen Z. mays und A. thaliana bzw. B. oleracea var.
botrytis um RNA-Edierungspositionen 4 und 25
In die cox2 Sequenzen aus Z. mays (Zm), A. thaliana (At) bzw. B. oleracea var. botrytis (Bo) sind die
RNA-Edierungspositionen rot eingezeichnet. Die Zahlen über der Sequenz sind in Relation zu den
Positionen 4 und 25 angegeben. Die Zahlen rechts geben die Positionen im offenen Leserahmen an.
endogenen cox2 Transkripten nicht vorkommen. Wie in Abb. 4.1 beispielhaft für
zwei dieser heterologen RNA-Edierungspositionen gezeigt ist, unterscheidet sich
z.T. die Sequenzumgebung dieser Positionen zwischen den Transkripten aus Z. mays
und A. thaliana bzw. B. oleracea var. botrytis. Die Sequenzunterschiede liegen
in den mittels in vitro- und in organello-Analysen identifizierten, für die RNA-
Edierung einiger Positionen essentiellen, Bereichen von 20-30 Nukleotiden strom-
aufwärts und 10 Nukleotiden stromabwärts (Farré et al., 2001; Takenaka et al.,
2004; Choury et al., 2004; Neuwirt et al., 2005). In einem ähnlichen Ansatz wie
er hier durchgeführt wurde, wurden mit drei Ausnahmen ebenfalls mehrere hetero-
loge cox2 Edierungspositionen aus der monokotylen Pflanze T. aestivum in isolier-
ten Mitochondrien aus S. tuberosum ediert (Choury und Araya, 2006). Umgekehrt
wurden allerdings die heterologen cox2 Edierungspositionen der dikotylen Pflanze
S. tuberosum in Mitochondrien aus T. aestivum nicht ediert. Diese unterschiedlichen
Ergebnisse aus dem Mais- und Blumenkohl-in organello System und dem Weizen-
und Kartoffel-in organello System könnten auf Unterschiede in der Zusammenset-
zung der chimären cox2 Gene zurückzuführen sein. So enthalten die Weizen- und
Kartoffel-cox2-Konstrukte die 3‘ untranslatierte Region des apocytochrom b Gens
und die cox2 Promotorregionen entsprechend der zu transformierenden Mitochon-
drien mit einer Insertion von 23 bp bei -20. Es ist auch nicht ganz auszuschließen,
dass die unterschiedliche Edierung fremder Transkripte zwischen isolierten Mit-
ochondrien aus Mais und Blumenkohl sowie Weizen und Kartoffel in minimalen
Unterschieden bei der Präparation der Mitochondrien oder der Zusammensetzung
des in organello Puffers, begründet ist (für Methodik von Weizen- und Kartoffel-in
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organello Systemen siehe Farré und Araya, 2001; Choury und Araya, 2006).
4.2.1 Der Vergleich von cox2 RNA-Edierungspositionen weist
auf Existenz spezifischer Positionen monokotyler und
dikotyler Pflanzen hin
Um den Hintergrund der Erkennung von heterologen cox2 RNA-Edierungsposi-
tionen in isolierten Mitochondrien näher zu analysieren, wurde die Existenz die-
ser Edierungspositionen in verschiedenen mono- und dikotylen Pflanzen untersucht.
Ein Sequenzvergleich aller in der Datenbank des NCBI vorliegenden DNA- und
cDNA-Sequenzen mono- und dikotyler Pflanzen ergab, dass die RNA-Edierungspo-
sitionen 15 und 21 (Nummerierung nach Tabelle 3.1) ausschließlich in cox2 Tran-
skripten von monokotylen Pflanzen und die RNA-Edierungsposition 25 nur in cox2
Transkripten dikotyler Pflanzen zu existieren scheinen (siehe Abschnitt 3.2.4 und
Anhang).
Dies deutet darauf hin, dass die RNA-Edierungspositionen 15 und 21 erstmals
in monokotylen Pflanzen entstanden sind. Im Gegensatz dazu weist der Sequenzver-
gleich an der Position 25 auf eine erstmalige Entstehung der RNA-Edierungsposition
in den dikotylen Pflanzen hin, da hier in den monokotylen Pflanzen entweder die
Base Adenin oder Thymin an entsprechender Stelle zu finden ist. Eine andere Er-
klärung für die hier beobachtete Verteilung der RNA-Edierungspositionen wäre ein
Verlust der RNA-Edierungspositionen 15 und 21 in den dikotylen Pflanzen, bzw. ein
Verlust der RNA-Edierungsposition 25 in den monokotylen Pflanzen, welcher erst
nach der Trennung der beiden Gruppen erfolgte (Bolle und Kempken, 2006).
4.2.2 Vorstellung des „self-guiding-transcript” Modells der
RNA-Edierung
Der Ablauf der RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondrien ist bislang nicht auf-
geklärt. Es ist bekannt, dass in Trypanosomen die RNA-Edierungspositionen mittels
„guide”-RNAs erkannt werden, welche stromabwärts der Edierungsposition binden
und die Edierungsinformation enthalten (Simpson et al., 2003). Die Beteiligung von
vergleichbaren kleinen RNAs an der Erkennung der RNA-Edierungspositionen in
pflanzlichen Mitochondrien konnte bisher nicht ausgeschlossen werden, erscheint
allerdings als unwahrscheinlich, da bisherige Bemühungen solche RNAs in Mit-
ochondrien zu identifizieren erfolglos waren (Takenaka et al., 2008). In Plastiden
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aus A. thaliana konnten bisher zwei kernkodierte Proteine identifiziert werden, die
als positionsspezifische trans-Faktoren für die Erkennung und RNA-Edierung je-
weils einer Edierungsposition essentiell sind (Kotera et al., 2005; Okuda et al., 2006,
2007). Anders als in den Plastiden mit ca. 30 RNA-Edierungspositionen liegen in
den Mitochondrien Höherer Pflanzen mehrere hundert RNA-Edierungspositionen
vor (für einen Übersichtsartikel siehe: Shikanai, 2006). Die Erkennung der RNA-
Edierungspositionen in den pflanzlichen Mitochondrien könnte, ähnlich wie es in
den Plastiden zu sein scheint, mit positionsspezifischen Proteinfaktoren erfolgen.
Aufgrund der hohen Zahl an mitochondrialen RNA-Edierungspositionen müsste in
diesem Fall aber eine entsprechende Anzahl von mehreren hundert Faktoren vor-
handen sein, es sei denn mehrere Edierungspositionen werden von einem Protein
erkannt.
Wie in den vorherigen Abschnitten 4.2 und 4.2.1 dargestellt, werden heterologe
cox2 RNA-Edierungspositionen im in organello System von isolierten Mitochondri-
en erkannt und ediert, obgleich diese Positionen nicht im endogenen Transkript vor-
handen sind. Hierzu gehören auch Edierungspositionen, die ausschließlich in mono-
oder in dikotylen Pflanzen zu finden sind. Sollten diese Edierungspositionen, ähnlich
wie in Plastiden durch positionsspezifische trans-Faktoren erkannt werden, würde
dies bedeuten, dass es vor der Trennung von mono- und dikotylen Pflanzen ein cox2
Transkript mit allen Edierungspositionen gegeben hat, und die entsprechenden Fak-
toren trotz des Verlustes einiger Edierungspositionen bis heute beibehalten wurden.
Da die Trennung von mono- und dikotylen Pflanzen vor ca. 140 bis 150 Millionen
Jahren erfolgte (Chaw et al., 2004), würde dies eine Konservierung der entsprechen-
den Faktoren über einen sehr langen Zeitraum bedeuten. Selbst bei einer sekundären
Funktion der Proteinfaktoren erscheint es unwahrscheinlich, dass ungenutzte Prote-
indomänen über eine so lange Zeit konserviert werden.
Es wurde gezeigt, dass eine mittels Plastiden-Transformation eingebrachte So-
lanum lycopersicum rps12- und eine Spinacia oleracea ndhA-Edierungsposition in
Nicotiana tabacum bzw. im Falle der ndhA Position auch in Nicotiana sylvestris
ediert werden, obwohl die Positionen nicht im jeweiligen endogenen Transkript
vorkommen (Schmitz-Linneweber et al., 2001; Tillich et al., 2006b; Karcher et al.,
2008). Ebenso wurden in einem Atropa belladonna-Nicotiana tabacum Cybrid, mit
dem Kern aus Tabak, Atropa-spezifische plastidäre Edierungspositionen ediert (Herr-
mann et al., 2002). In diesen Fällen handelt es sich allerdings um Mitglieder einer
Familie, der Solanaceen. Die einzige Ausnahme bildet Spinacia oleracea, allerdings
ist dessen ndhA Edierungsposition auch in einem Mitglied der Solanaceen-Familie,
















Abbildung 4.2: Modellvorstellung des Ablaufes der mitochondrialen RNA-Edierung für das
atp6 Transkript
Der transkriptspezifische Faktor (TP) interagiert mit der mRNA-Bindestelle im 5‘ untranslatierten
Bereich und/oder im 5‘ Bereich der kodierenden Sequenz. Edierungsfaktoren (EF) interagieren mit
der RNA-Struktur an den Edierungspositionen. Die Edierung erfolgt durch eines oder mehrere Enzy-
me und die Gesamtheit der an der Edierung beteiligten Faktoren wird hier als „Editosom” bezeichnet.
evolutionäre Distanz deutlich geringer als zwischen mono- und dikotylen Pflanzen
und eine Konservierung entsprechender trans-Faktoren erscheint hier nicht unwahr-
scheinlich. Des Weiteren gibt es Beispiele, bei denen heterologe Edierungspositio-
nen in transformierten Plastiden nicht ediert wurden (Bock et al., 1994; Reed und
Hanson, 1997).
Eine andere Erklärung für die Erkennung der heterologen RNA-Edierungspo-
sitionen in den isolierten Mitochondrien ist, dass die Edierungsinformation in dem
Transkript selbst enthalten ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das sogenannte „self-
guiding-transcript” Modell entwickelt, welches besagt, dass das Edierungsenzym
die Lage der Edierungspositionen mit Hilfe weiterer Edierungsfaktoren mittels der
Sekundär- oder Tertiärstruktur der RNA erkennt (Bolle und Kempken, 2006). Im
Gegensatz zu den positionsspezifischen trans-Faktoren könnten hier Faktoren betei-
ligt sein, die Gruppen von Edierungspositionen, evtl. an einer speziellen Sekundär-
oder Tertiärstruktur erkennen. In der Abb. 4.2 ist dieses Modell am Beispiel des
atp6 Transkriptes dargestellt. Für das Hirse atp6 Transkript wurde gezeigt, dass ei-
ne Edierung aller 19 Edierungspositionen in isolierten Mitochondrien aus Mais nur
erfolgt, wenn der 5‘ untranslatierte Bereich und 432 bp des 5‘ Bereiches der kodie-
renden Sequenz mit den entsprechenden Bereichen aus Mais ausgetauscht werden
(Staudinger et al., 2005). Ohne den Austausch dieser Bereiche wird keine der Edie-
rungspositionen im S. bicolor atp6 Transkript ediert. Nach dem Austausch hingegen
werden alle 19 Edierungspositionen des atp6 Transkriptes partiell ediert. Dies deu-
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tet auf die Existenz einer Bindestelle eines transkriptspezifischen Faktors in diesem
Bereich hin. In dem hier vorgestellten Modell wird das Transkript erst durch diese
Bindung als zu edierend erkannt. Im Folgenden werden die einzelnen Edierungs-
positionen mittels der Struktur der RNA erkannt und ediert, wobei hier auch die
direkte Sequenzumgebungen der Positionen eine entscheidende Rolle spielen. An
der Erkennung und Edierung der Positionen sind das (oder die) Edierungsenzym(e)
und weitere Edierungsfaktoren beteiligt. In dem Modell wird postuliert, dass alle
Faktoren zusammen ein mitochondriales „Editosom” bilden.
4.3 In vitro mutierte cox2 Transkripte werden
korrekt ediert
Durch das Einbringen von Punktmutationen in Gene wurden in vielen Studien es-
sentielle Sequenzen von mitochondrialen RNA-Edierungspositionen aus Pflanzen
analysiert (Farré et al., 2001; Choury et al., 2004; Neuwirt et al., 2005). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden durch T nach C Mutationen die fremden Z. mays spezifischen
cox2 Edierungspositionen 14, 16 und 21 in das cox2 Gen aus A. thaliana eingeführt.
An den drei Positionen liegt im A. thaliana Transkript eine Präedierung, d.h. schon
auf genomischer Ebene ein Thymin vor. Wie in Abschnitt 3.3 gezeigt ist, wurden
alle drei in das fremde Transkript eingeführten Edierungspositionen in isolierten
Mitochondrien aus Z. mays ediert. Des Weiteren wurden die A. thaliana cox2 Tran-
skripte mit Ausnahme von Position 11, die erwartungsgemäß nicht ediert vorlag
(siehe Abschnitt 4.2), an allen Edierungspositionen vollständig ediert.
Eine Erklärung für die Erkennung der Z. mays cox2 Edierungspositionen 14, 16
und 21 in dem A. thaliana Transkript ist, dass in Übereinstimmung mit dem „self-
guiding-transcript” Modell (siehe Abschnitt 4.2.2) die Information über die Lage der
Edierungspositionen in dem Transkript selbst enthalten ist. So würden durch Edie-
rungsfaktoren entsprechende Sekundärstrukturen an den Positionen erkannt werden.
Dies würde vorraussetzen, dass die Positionen 14, 16 und 21 in einem Vorläufer des
A. thaliana cox2 Transkriptes vorhanden waren aber im Laufe der Evolution durch
Präedierung auf genomischer Ebene verlorengegangen sind. In Übereinstimmung
hiermit wurden die Edierungspositionen 14 und 16 auch in cox2 Transkripten an-
derer dikotyler Pflanzen nachgewiesen (siehe Abschnitt 4.2.1). Obwohl dies für die
cox2 Edierungsposition 21 nicht der Fall war, ist natürlich nicht auszuschließen,
dass bei Sequenzierungen weiterer mitochondrialer Genome diese Position auch in















In Relation zu Pos. 16: 

















Abbildung 4.3: Cox2 Sequenzvergleich zwischen Z. mays und A. thaliana um
RNA-Edierungspositionen 14, 15, 16 und 21
In die cox2 Sequenzen aus Z. mays (Zm) und A. thaliana (At) sind die RNA-Edierungspositionen rot
eingezeichnet. Die Zahlen über der Sequenz sind in Relation zur Position 16 bzw. 21 angegeben. Die
Zahlen rechts geben die Positionen im offenen Leserahmen an.
Möglich ist aber auch, dass im Rahmen des „self-guiding-transcript” Modells
eine Edierung der Positionen aufgrund der Ähnlichkeiten der Sequenzumgebungen
der Positionen mit den entsprechenden Z. mays Positionen, welche zu einer annä-
hernd identischen Sekundärstruktur führen, stattfand. Diese Ähnlichkeiten beinhal-
ten bei den Positionen 14 und 21 identische und bei der Position 16 sehr ähnliche
Sequenzen im Bereich von 20 Nukleotiden stromaufwärts und einigen Nukleotiden
stromabwärts (siehe Abb. 4.3). An den Positionen +6, +7 und +9 relativ zur Position
21 und an der Position -5 relativ zur Position 16 liegen zwar Unterschiede zwischen
den Sequenzen aus Z. mays und A. thaliana vor, eventuell sind diese aber unerheb-
lich für die Bildung der korrekten Sekundärstruktur des Transkriptes und für die
Erkennung der Positionen. Da das im A. thaliana Transkript vorliegende Cytosin
an der Z. mays spezifischen Edierungsposition 15 in den Mais-Mitochondrien nicht
ediert wird, könnte der Sequenzunterschied bei -4 in Relation zur Position 15 kri-
tisch für die Edierung dieser Position sein, so dass hier nicht die korrekte Sekundär-
oder Tertiärstruktur für die Erkennung der Position gebildet wird.
Alternativ zu dem „self-guiding-transcript” Modell könnte die Erkennung der
Z. mays spezifischen Edierungspositionen auch darin begründet sein, dass in den
Mitochondrien aus Z. mays entsprechende positionsspezifische trans-Faktoren vor-
handen sind, welche die Positionen sequenzspezifisch erkennen. Zwar wurden die
Positionen nur durch eine Punktmutation, ohne umgebende Sequenzen, eingebracht,
aber da die cox2-Sequenzen aus A. thaliana und Z. mays eine hohe Homologie auf-
weisen, könnten die cis-Sequenzen von entsprechenden sequenzspezifischen Z. mays
trans-Faktoren erkannt werden.
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4.4 Keine Edierung von Arabidopsis thaliana nad6
und Triticum sativum nad6 und atpA
Transkripten in heterologen Mitochondrien
Zusätzlich zu den cox2-Transkripten wurden mitochondriale nad6- und atpA-Trans-
kripte auf Edierung im Mais- und Blumenkohl-in organello System analysiert, um
so weitere Hinweise auf den Mechanismus der Erkennung und Edierung von Edie-
rungspositionen zu erhalten. Außer dem nad6- und dem atpA-Gen aus T. sativum
wurden zwei A. thaliana nad6 Konstrukte analysiert: Eines mit den 5‘ und 3‘ un-
translatierten Bereichen des A. thaliana cox2 Gens und ein weiteres mit dem nativen
Promotor des A. thaliana nad6 Gens und dem 3‘ untranslatierten Bereich des A. tha-
liana cox2 Gens.
Die Analyse der Edierung der transgenen nad6- und atpA-Transkripte ergab,
dass keine der untersuchten Edierungspositionen ediert vorlagen. Das Ergebnis war
eher unerwartet da die kodierenden Sequenzen und z.T. auch auch die 5‘ untransla-
tierten Bereiche der verschiedenen Pflanzen stark konserviert sind (siehe Sequenz-
vergleiche im Anhang). Weiterhin sind einige der atpA- und nad6-RNA-Edierungs-
positionen der verschiedenen Pflanzen identisch. Mögliche Gründe für diese Ergeb-
nisse sind zum einen, dass die minimalen Sequenzunterschiede im 5‘ untranslatier-
ten Bereich die Bindung eines eventuell vorhandenen transkriptspezifischen Faktors
nicht erlaubten, andererseits kann auch ein Einfluss der 3‘ untranslatierten Bereiche
nicht ganz ausgeschlossen werden, auch wenn es hierfür bisher keine Hinweise in
der Literatur gibt. Des Weiteren liegen die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten
Edierungspositionen des endogenen nad6 Transkriptes aus Blumenkohl nur partiell
ediert vor (siehe Anhang), so dass eventuell insgesamt die Edierungseffizienz des
nad6 Transkriptes in Mitochondrien aus Blumenkohl gering ausfällt.
4.5 Plastidäre Transkripte werden in pflanzlichen
Mitochondrien weder gespleißt noch ediert
Die Ähnlichkeit von Prozessen der Genexpression in Plastiden und Mitochondri-
en aus Pflanzen ist schon häufiger Gegenstand verschiedener Analysen gewesen.
So konnte z.B. gezeigt werden, dass in vitro synthetisierte tRNA plastidärer Her-
kunft in mitochondrialen Lysaten von Oenothera berteriana korrekt prozessiert wird
(Marchfelder et al., 1990). Mittels des in organello Systems wurden im Rahmen
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dieser Arbeit zum ersten Mal plastidäre Sequenzen in isolierte Mitochondrien ein-
gebracht und so das Spleißen und die Edierung der plastidären Transkripte in pflanz-
lichen Mitochondrien analysiert.
Um eine Transkription der plastidären ndhB- und ycf3-Sequenz in den pflanz-
lichen Mitochondrien zu gewährleisten, wurden mitochondriale Promotor- und Ter-
minatorbereiche verwendet. Inzwischen wurden von Bohne et al. (2007) die Tran-
skriptionsinitiation von einem mitochondrialen Promotor aus O. berteriana in vi-
tro mittels der plastidären RNA-Polymerase RpoTp aus A. thaliana sowie in vivo
in transgenen Tabak-Plastiden beschrieben. Die Transkriptionsinitiation erfolgt hier
mittels des sowohl in pflanzlichen Mitochondrien als auch in Plastiden vorkom-
menden Promotorelementes 5‘ YRTA 3‘ (Y= T oder C; R= A oder G). Da für die
Promotorerkennung in vivo wahrscheinlich Transkriptionsfaktoren benötigt werden
(Liere und Börner, 2006; Gagliardi und Binder, 2007), weist dieses Ergebnis auf
nicht nur evolutionär verwandte RNA-Polymerasen und Promotoren sondern auch
auf eine Verwandtschaft der Transkriptionsfaktoren in pflanzlichen Mitochondrien
und Plastiden hin (Bohne et al., 2007). RpoTm und RpoTp aus A. thaliana zei-
gen des Weiteren in vitro überlappende Promotorspezifitäten. So erkennt auch die
mitochondriale RNA-Polymerase RpoTm den plastidären ycf1-39 Promotor (Kühn
et al., 2007). Für die ndhB- und ycf3-Gene aus Z. mays sind die Promotoren bisher
noch nicht bekannt, aber eine Transkriptionsinitiation von den plastidären Promoto-
ren im in organello System erscheint aufgrund der eben beschriebenen Ergebnisse
als zumindest möglich.
Die chimären Gene mit den plastidären Exon- und Intron-Sequenzen wurden
in den Mitochondrien aus Mais und Blumenkohl transkribiert, aber die Transkripte
wurden weder gespleißt noch ediert (siehe Abschnitt 3.5; Bolle et al., 2007). Da
es sich bei diesen plastidären Introns um Gruppe IIb Introns (Klassifizierung nach
Michel et al., 1989) handelt, welche sowohl in Plastiden als auch in Mitochondrien
Höherer Pflanzen zu finden sind und größtenteils eine konservierte Sekundärstruktur
aufweisen (Lehmann und Schmidt, 2003), erschien das Spleißen von plastidären
Introns in Mitochondrien als nicht unwahrscheinlich. So konnte in einer Studie von
Herdenberger et al. (1994) auch gezeigt werden, dass ein mitochondriales Intron in
Chloroplasten der Alge Chlamydomonas reinhardtii korrekt gespleißt wird.
An dem Spleißen von Gruppe II Introns in Plastiden und wahrscheinlich auch
in pflanzlichen Mitochondrien sind Spleißfaktoren beteiligt (siehe Einleitung). Auf-
grund der hier erhaltenen Ergebnisse ist aber davon auszugehen, dass die mitochon-
drial lokalisierten Spleißfaktoren spezifisch für mitochondriale Introns sind und nicht
genügend Ähnlichkeiten mit plastidären Spleißfaktoren aufweisen, um die ycf3- und
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ndhB-Introns zu erkennen. So sind auch die bisher identifizierten Spleißfaktoren in
Chloroplasten spezifisch für ein oder mehrere plastidäre Introns (siehe Einleitung).
Auch für die ndhB- und ycf3-Introns aus Z. mays sind mehrere kernkodierte Spleiß-
faktoren identifiziert worden. Hierbei handelt es sich um die plastidenlokalisierten
Faktoren CRS2 (Jenkins et al., 1997) und CAF2 (Ostheimer et al., 2003) sowie für
ndhB noch RNC1 (Watkins et al., 2007) und für ycf3 noch CAF1 (Ostheimer et al.,
2003) und CFM2 (Asakura und Barkan, 2007), welche als Teil größerer Spleißkom-
plexe vorliegen.
Obwohl die RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondrien ein relativ früher
posttranskriptioneller Prozess ist, da viele ungespleißte Transkripte zumindest par-
tiell ediert vorliegen (Sutton et al., 1991; Yang und Mulligan, 1991), gibt es auch in-
tronnahe RNA-Edierungspositionen, die nur in gespleißten Transkripten ediert vor-
gefunden werden (Carrillo und Bonen, 1997; Li-Pook-Than et al., 2007). Dies könn-
te z.B. mit einer sterischen Behinderung von Edierungsfaktoren durch das Intron
begründet sein oder dadurch, dass cis-Elemente von Edierungspositionen erst durch
das Spleißen entstehen. Um die Möglichkeit einer Beeinträchtigung der Edierung
der plastidären Transkripte durch die enthaltenen Introns auszuschließen, wurde ein
ndhB Konstrukt ohne Intron auf Edierung in isolierten Mais-Mitochondrien analy-
siert. Da auch diese Transkripte unediert vorlagen (siehe Abschnitt 3.5.1), scheint
das anwesende Intron die Interaktion der mitochondrialen Edierungsmaschinerie
mit dem ndhB Transkript nicht zu stören.
Des Weiteren wurde die Möglichkeit berücksichtigt, dass, ähnlich wie von
Choury et al. (2005) vorgeschlagen, die Edierung von Transkripten nur erfolgt, wenn
diese in eine komplexe Prozessierungsmaschinerie eingebunden sind. Da dies vor-
aus setzt, dass das im Transkript enthaltene Intron gespleißt wird, wurde das ndhB
Intron im Konstrukt pNB569 durch das mitochondriale cox2 Intron aus Z. mays
ersetzt. Im Rahmen der Diplomarbeit von Hinrichsen (2007) konnten keine Tran-
skripte dieses Konstruktes nach Transformation in isolierte Mais- und Blumenkohl-
Mitochondrien detektiert werden. Möglicherweise war das cox2 Intron aufgrund der
chimären Exon/Intron-Struktur der Transkripte nicht in der Lage die benötigte kom-
plexe Tertiärstruktur auszubilden. Diese besteht u.a. aus Interaktionen zwischen im
Intron vorhandenen Bindestellen (EBS für „exon binding site”) und Bindestellen im
5‘ sowie z.T. auch im 3‘ gelegenen Exon (IBS für „intron binding site”). Holländer
und Kück (1999) beobachteten ein ähnliches Resultat. Hier führte eine fehlerhafte
Intron-Tertiärstruktur zum vollständigen Verlust der Exon-RNA.
In Übereinstimmung mit den hier erhaltenen Ergebnissen wurde ein mitochon-
driales Exon des Petunia cox2 Transkriptes in transformierten Tabak-Plastiden nicht
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ediert (Sutton et al., 1995). Ebenso lag ein rpoB Fragment, welches aufgrund des
während der Evolution erfolgten Transfers aus den Plastiden in Reis mitochondrial
lokalisiert ist, nicht ediert vor (Zeltz et al., 1996). Im Unterschied zu dieser Analyse
handelte es sich bei der in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchung um einen di-
rekten Ansatz, aufgrund dessen Ergebnis davon auszugehen ist, dass potentiell vor-
handene mitochondriale Edierungsfaktoren nicht in der Lage sind, die plastidären
Edierungspositionen zu erkennen.
4.5.1 Ähnlichkeiten in den potentiellen cis-Sequenzen zwischen
Zea mays ndhB und mitochondrialen Edierungspositionen
Wie bereits im Abschnitt 4.2.2 erwähnt, müssten bei einem ähnlichen Mechanis-
mus der Edierung in Mitochondrien und Plastiden mehrere hundert positionsspe-
zifische trans-Faktoren in den Mitochondrien vorhanden sein. Hierfür kommt die
Familie der PPR-Proteine in Frage, aus welcher auch die identifizierten plastidären
Edierungs-trans-Faktoren stammen (Kotera et al., 2005; Okuda et al., 2007). Die
PPR-Proteinfamilie ist an vielen posttranskriptionellen Prozessen in den Organellen
von Pflanzen beteiligt und umfasst in A. thaliana ca. 450 Proteine, von denen für un-
gefähr die Hälfte eine mitochondriale Lokalisierung vorhergesagt wird (Lurin et al.,
2004). Für einige der Proteine wurde, wie bereits erwähnt, eine Funktion bei anderen
posttranskriptionellen Prozessen als der RNA-Edierung festgestellt (zusammenge-
fasst in Saha et al., 2007). Die Differenz in der Zahl der mitochondrialen RNA-
Edierungspositionen und der in Mitochondrien verfügbaren PPR-Proteine könn-
te darin begründet sein, dass ein PPR-Protein an der Erkennung der cis-Elemente
mehrerer Edierungspositionen beteiligt ist. Tatsächlich wurden von Choury et al.
(2004) gezeigt, dass mitochondriale Edierungspositionen trotz Punktmutationen im
cis-Element von 16 Nukleotiden stromaufwärts und sechs Nukleotiden stromab-
wärts ediert werden, wenn auch z.T. mit reduzierter Edierungseffizienz. Ebenso
werden, wie in Abschnitt 4.2 diskutiert, heterologe cox2 RNA-Edierungspositionen
sowie cox2 Edierungspositionen die auch in dem endogenen Transkript vorhanden
sind, aber Unterschiede in den umgebenden Sequenzen aufweisen, in isolierten Mit-
ochondrien ediert. Eine Toleranz gegenüber solchen Unterschieden im cis-Element
von Edierungspositionen wäre bei einer Erkennung mehrerer Positionen durch einen
Faktor notwendig.
Ein Vergleich der Z. mays ndhB Edierungspositionen und der mitochondrialen
RNA-Edierungspositionen aus Z. mays ergab deutliche Sequenzähnlichkeiten zwi-
schen den potentiellen cis-Sequenzen von drei plastidären ndhB Edierungspositio-
4 Diskussion 87
nen und von mehreren mitochondrialen Edierungspositionen, insbesondere bei den
Nukleotiden direkt stromaufwärts der Edierungspositionen (siehe Abschnitt 3.5.2).
Eine Erkennung dieser ndhB cis-Elemente durch mitochondriale trans-Faktoren,
welche die Sequenzen mehrerer Edierungspositionen erkennen können, wäre zu-
mindest vorstellbar gewesen. Dass aber keine der ndhB Edierungspositionen ediert
vorlag, auch nicht partiell, weist auf einen unterschiedlichen Mechanismus der Er-
kennung von RNA-Edierungspositionen in Mitochondrien und in Plastiden hin. Die
hier vorgelegten Daten sprechen daher eher für das im Abschnitt 4.2.2 vorgeschla-
gene „self-guiding-transcript”-Modell.
4.6 Isolierung von Proteinen mit Beteiligung an der
RNA-Edierung in Mitochondrien Höherer
Pflanzen
Für die Aufklärung des Prozesses der RNA-Edierung in Pflanzen ist es notwendig,
die beteiligten Proteinkomponenten zu identifizieren. In pflanzlichen Mitochondrien
sind bisher noch keine Edierungsfaktoren bekannt. Aufgrund des RNA-Edierungs-
mechanismus, welcher auf der Umwandlung von Cytosin nach Uracil oder auf der
seltener vorkommenden umgekehrten Umwandlung beruht, wird angenommen, dass
es sich bei dem Edierungsenzym in den Organellen um eine De- oder Transamina-
se handelt. Außerdem wird angenommen, dass weitere Proteine an der Erkennung
der Edierungspositionen beteiligt sind (Takenaka et al., 2008). Kandidaten hierfür
sind Proteine der „pentatricopeptide repeat”(PPR)-Familie, welche eine in Pflanzen
große Proteinfamilie darstellt, deren Mitglieder an verschiedenen posttranskriptio-
nellen Prozessen in Mitochondrien und Plastiden beteiligt sind (Delannoy et al.,
2007). Aus dieser Familie wurden kürzlich wurden zwei PPR-Proteine identifiziert,
die für die RNA-Edierung jeweils einer Edierungspositionen in den Plastiden not-
wendig sind (Kotera et al., 2005; Okuda et al., 2006, 2007).
Für die Identifizierung von an der RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondri-
en beteiligten Proteinfaktoren wurde die Interaktion von Biotin mit Streptavidin-
beschichteten Magnetpartikeln genutzt. Mittels einer Biotinmarkierung der Ziel-
RNA, können so RNA-bindende Proteine isoliert werden. Diese Methodik wurde
schon mehrfach für die Isolierung spezifischer RNA-bindender Proteine genutzt,
u.a. wurde so eine Isoform des „apobec-1 complementation factor” (ACF), welcher
die positionsspezifische Komponente der apoB RNA-Edierung in Säugetieren ist,
isoliert (Mehta und Driscoll, 1998). Die Methode musste im Rahmen dieser Arbeit
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in aufwändigen Vorversuchen für hier verwendete Proteinextrakte und RNAs an-
gepasst und optimiert werden, auch um die unspezifische Bindung von Proteinen
zu reduzieren (siehe Abschnitt 3.6.2). Da bei Neuwirt et al. (2005) gezeigt wurde,
dass ein RNA-Fragment von 30 Nukleotiden stromaufwärts und zehn Nukleotiden
stromabwärts einer Edierungsposition für zumindest eine partielle Edierung in vitro
von bis zu 7% ausreichend ist, wurde hier ein RNA-Fragment entsprechender Größe
verwendet (Fragmentgröße hier: -29/+10; siehe Abschnitt 3.6.1). Durch diese mini-
male Größe sollte die Wahrscheinlichkeit erhöht werden, ein Protein mit Funktion
bei der RNA-Edierung und nicht mit Funktionen bei anderen posttranskriptionellen
Prozessen zu isolieren. Das zweite RNA-Fragment beinhaltete 200 Nukleotide des
5‘ untranslatierten Bereichs sowie die ersten 100 Nukleotide der kodierenden Se-
quenz des A. thaliana cox2 Transkriptes mit mehreren Edierungspositionen. Dieser
Bereich wurde aufgrund von Ergebnissen, die auf die Bindung eines transkriptspe-
zifischen Faktors mit Bedeutung für die RNA-Edierung in eben diesem Bereich des
Z. mays atp6-Transkriptes hinweisen (Staudinger et al., 2005), ausgewählt.
Wie im Abschnitt 3.6.3 gezeigt ist, wurden mittels dieses RNA-Fragmentes
von 300 Nukleotiden allerdings keine spezifisch bindenden Proteine aus einem mit-
ochondrialen Blumenkohl-Proteinextrakt isoliert. Es besteht die Möglichkeit, dass
die im hier verwendeten RNA-Fragment vorliegenden internen Biotin-Markierungen
die Bindung von Proteinen gestört haben. Von Scaturro et al. (2003) wurde al-
lerdings eine erfolgreiche Isolierung von spezifischen-bindenden Proteinen unter
Verwendung einer mit internen Biotin-Markierungen versehenen RNA beschrieben.
Weiterhin wurde in Staudinger und Kempken (2003) die Edierung einer intern mit
Biotin markierten RNA nachgewiesen. Eventuell kommt es bei Vorliegen der in-
ternen Biotin-Markierungen aber nur zu einer schwachen Bindung der Edierungs-
faktoren an die RNA, die ausreichend für eine Edierung, aber nicht stark genug für
eine Isolierungsprozedur mit mehreren Waschschritten ist. Eine Wiederholung die-
ses Experimentes mit einer Quervernetzung der RNA-Proteinkomplexe durch UV-
Licht könnte ein solches Problem beheben. Des Weiteren besteht die Möglichkeit,
ein entsprechendes RNA-Fragment mit einer 5‘ Biotin-Markierung herzustellen, um
sterische Behinderungen der Edierungsfaktoren durch die Biotin-Markierungen aus-
zuschließen.
Mittels des 40 Nukleotid großen A. thaliana cox2 RNA-Fragmentes mit der
Edierungsposition 17 konnte aus mitochondrialen Proteinextrakten von B. oleracea
var. botrytis und A. thaliana ein an das RNA-Fragment spezifisch-bindendes Protein
von ca. 66 kDa isoliert werden (siehe Abschnitte 3.6.4 und 3.6.5). Die Spezifität des
Proteins wurde durch die Negativ-Kontrolle, in der ein zum cox2 RNA-Fragment
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revers komplementäres RNA-Fragment eingesetzt wurde, gezeigt. Hier war zwar
auch auf entsprechender Höhe eine Proteinbande zu sehen, diese war aber von sehr
geringer Intensität, so dass, sofern es sich um das gleiche Protein handelt, dieses
in der Probe des cox2 RNA-Fragmentes zumindest stark angereichert vorlag. Diese
stark angereicherte Proteinbande bei ca. 66 kDa wurde auch bei Wiederholungen
des Experimentes beobachtet.
Eine Identifizierung des isolierten Blumenkohl-Proteins von ca. 66 kDa per
MALDI-TOF/TOF-massenspektrometrischer Analyse war trotz der engen Verwandt-
schaft von B. oleracea var. botrytis und A. thaliana, dessen Kerngenom (genome in-
itiative, 2000) und Chondriom (Unseld et al., 1997) vollständig sequenziert vorliegt,
nicht möglich. Es ist bekannt, dass eine Identifizierung von Proteinen per MALDI-
TOF/TOF-massenspektrometrischer Analyse und dem Programm „Mascot” fehl-
schlagen kann wenn die entsprechenden Proteine nicht in den Datenbanken vorlie-
gen, bzw. wenn die Proteine modifiziert sind oder Sequenzabweichungen aufweisen
(Pevzner et al., 2001; Tabb et al., 2003; Potthast et al., 2005).
4.6.1 An RNA-Edierungsposition bindendes mitochondriales
Protein ist wahrscheinlich ein PPR-Protein
Das durch spezifische Bindung an das 40 Nukleotid große cox2 RNA-Fragment mit
Edierungsposition isolierte A. thaliana Protein der Bande 3 bei ca. 66 kDa wurde
mittels der Maldi-TOF/TOF-massenspektrometrischen Analyse und dem Programm
„Mascot” dem Protein At1g80270.1 zugeordnet (siehe Abschnitt 3.6.5). Mit 18%
Wahrscheinlichkeit ist der Score zufälligen Ursprungs und das Protein nicht korrekt
identifiziert, so dass eine Bestätigung der Identität durch eine weitere unabhängige
massenspektrometrische Analyse notwendig ist. Es erscheint allerdings als wahr-
scheinlich, dass das Protein korrekt identifiziert wurde, da zum einen dem Protein
At1g80270.1 mittels mehrerer Programme eine mitochondriale Lokalisierung vor-
hergesagt wird. Weiterhin stimmt die beobachtete Größe von ca. 66 kDa des Proteins
der Bande 3 (siehe Abschnitt 3.6.5) mit dem kalkulierten Molekulargewicht des Pro-
teins At1g80270.1 von 67,382 kDa, bzw. von 65,32 kDa nach Abspaltung des Tran-
sitpeptides (laut des Programms „Mitoprot 2”: 16 Aminosäuren) überein. Allerdings
wurde bei einer Analyse von Proteinen, die an der Hüllmembran von A. thaliana
Chloroplasten lokalisiert sind, auch das Protein At1g80270 identifiziert (Froehlich
et al., 2003). In dieser Studie lag aber eine Kontamination mit mitochondrialen Pro-
teinen vor. Daher und aufgrund der vorhergesagten mitochondrialen Lokalisierung
des Protein At1g80270 durch mehrere Programme erscheint es unwahrscheinlich,
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dass es sich tatsächlich um ein plastidär lokalisiertes Protein handelt.
Das Protein At1g80270.1 gehört der PPR-Familie an, deren Proteine wie ein-
gangs erwähnt Kandidaten für RNA-Edierungsfaktoren in pflanzlichen Mitochon-
drien darstellen. Es handelt sich hierbei um eine der größten Proteinfamilien in
Pflanzen, welche in A. thaliana um die 450 Mitglieder umfasst. Die Proteine enthal-
ten jeweils zwei bis 26 PPR-Motive oder Varianten davon. Die PPR-Proteine werden
aufgrund der Art der PPR-Motive in die P- und die PLS-Unterfamilie unterteilt. Es
gibt das kanonische PPR-Motiv (P-Motiv), welches in allen Eukaryoten vorkommt,
und es gibt die beiden Pflanzen-spezifischen Varianten des PPR-ähnlichen L-Motivs
(für „long”) und des PPR-ähnlichen S-Motivs (für „short”). Die PLS-Unterfamilie
ist durch Wiederholungen des P-L-S-Triplett-Motivs charakterisiert und kann außer-
dem aufgrund der zusätzlichen C-terminalen Domänen E, E+ und DYW in weitere
Untergruppen unterteilt werden (Lurin et al., 2004). In der Abb. 4.4 ist die Unter-
teilung der Proteinfamilie mit typischen Anordnungen der Motive dargestellt. Die
Funktionen dieser C-terminalen Domänen sind bisher noch unbekannt (siehe un-
ten). Es gibt die Hypothese, dass die DYW Domäne die katalytische Domäne der
RNA-Edierung in den Organellen von Pflanzen sein könnte (Salone et al., 2007).
Diese Hypothese beruht auf der Übereinstimmung einiger Aminosäuren der Domä-
ne mit dem aktiven Zentrum von Cytidin-Deaminasen sowie darauf, dass das Vor-
kommen von Proteinen mit DYW Domänen in Pflanzen mit dem Vorkommen der
RNA-Edierung in den Organellen korreliert.
Die PPR-Proteine CCR4 und CRR21, welche als essentielle Edierungsfaktoren
für die Edierung der ersten bzw. der zweiten Edierungsposition des ndhD Tran-
skriptes in A. thaliana Chloroplasten identifiziert wurden, gehören beide der E+
Untergruppe an (Kotera et al., 2005; Okuda et al., 2007). Obwohl CRR4 um einige
Aminosäuren kürzer ist als CRR21, sind die verbleibenden E und E+ Motive der
Proteine gut konserviert, insbesondere ein darin enthaltenes 15-Aminosäuremotiv.
Es wurde gezeigt, dass diese konservierten Bereiche essentiell für die Edierung der
entsprechenden Positionen sind, aber keine Funktion bei der Erkennung der Edie-
rungsposition haben, da die E und E+ Domänen zwischen CRR4 und CRR21 ausge-
tauscht werden können, ohne dass es zu einem Verlust oder zu einer Änderung der
Positionsspezifität kommt (Okuda et al., 2007). Deshalb wird eine Funktion dieses
Bereiches bei der Interaktion mit dem Edierungsenzym oder mit anderen Faktoren
der Edierungsmaschinerie diskutiert.
Abgesehen von CCR4, welches in vitro an den Bereich von 25 Nukleotiden
stromaufwärts und 10 Nukleotiden stromabwärts der ndhD-1 Edierungsposition bin-
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Abbildung 4.4: Struktur der PPR-Proteine aus A. thaliana
Typische Struktur und Anordnung von Motiven der PPR-Proteine aus A. thaliana und die daraus
resultierende Unterteilung der Familie in Unterfamilien und Untergruppen. Die genaue Anzahl und
z.T. auch Reihenfolge der Motive kann allerdings variieren. In Klammern ist die Anzahl der Mitglie-
der der einzelnen Gruppen angegeben. P=PPR; L= PPR-ähnlich L (für „long”); S= PPR-ähnlich S
(für „short”). Abbildung nach Lurin et al. (2004).
risierten PPR-Proteine mittels in vitro Analysen (Nakamura et al., 2003; Mili und
Pinol-Roma, 2003; Meierhoff et al., 2003; Lurin et al., 2004; Kobayashi et al., 2007)
und durch Co-Immunopräzipitation (Schmitz-Linneweber et al., 2005) eine Asso-
ziation mit RNA gezeigt werden. Aufgrund einiger der biochemischen Analysen ist
davon auszugehen, dass die PPR Domänen die RNA-bindenden Motive der Proteine
sind (Nakamura et al., 2003; Mili und Pinol-Roma, 2003).
Das PPR-Protein At1g80270.1 gehört im Gegensatz zu den plastidären Edie-
rungsfaktoren CRR4 und CRR21 der P-Unterfamilie an, die keine zusätzlichen car-
boxyterminalen Domänen aufweist. Diese Einteilung wurde von Lurin et al. (2004)
vorgenommen, ebenso wie die Identifizierung der PPR-Domänen des Proteins. Laut
Lurin et al. (2004) weist das Protein sechs PPR Domänen auf, davon handelt es sich
bei zweien um PPR-ähnliche S-Motive, die statt 35 nur 31 Aminosäuren lang sind.
Da dieses Protein keine E und E+ Domäne besitzt kann vermutet werden, dass, soll-
te es tatsächlich an der RNA-Edierung der cox2 Edierungsposition 17 beteiligt sein,
hier ein anderer Mechanismus zugrunde liegt als bei CRR4 und CRR21 in Plastiden.
Unter den bisher charakterisierten PPR-Proteinen, welche u.a. Funktionen bei
der Transkription, der RNA-Stabilität, dem RNA-Spleißen, der RNA-Edierung, der
RNA-Degradierung, endo- und exonukleolytischen Prozessen und der Translation in
den Organellen von Pflanzen haben, konnte bisher allerdings kein Zusammenhang
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zwischen der Struktur und der Funktion der Proteine ausgemacht werden (Andrés
et al., 2007). So haben die sich sehr ähnlichen Proteine CRP1, welches für die Trans-
lation der petA- und petD-Transkripte wichtig ist (Barkan et al., 1994; Fisk et al.,
1999; Schmitz-Linneweber et al., 2005) und das Protein Rfk, welches die Translati-
on seiner Ziel-mRNA wahrscheinlich verhindert (Koizuka et al., 2003), eine gänz-
lich verschiedene Funktion.
Bei CRR4 und CRR21 wird eine Funktion der E und E+ Domänen bei der
Interaktion mit weiteren Faktoren der Edierungsmaschinerie vermutet. Diese Inter-
aktion könnte bei dem Protein At1g80270.1 über andere Bereiche laufen. So wurde
hier eine TPR-ähnliche Domäne (Superfamiliy-Datenbankeintrag: 48452) identifi-
ziert. Das dem PPR-Motiv stark ähnelnde TPR Motiv ist aus meist eukaryotischen
Proteinen, hauptsächlich aus Hefe und Drosophila bekannt, und vermittelt Protein-
Protein-Interaktionen (Saha et al., 2007). Es konnte auch mehrfach gezeigt werden,
dass PPR-Proteine, auch aus der P-Unterfamilie, Komponenten von großen Protein-
komplexen sind (Fisk et al., 1999; Mili und Pinol-Roma, 2003; Williams und Bar-
kan, 2003; Krause et al., 2004; Gillman et al., 2007), für das Protein GRP23 konn-
te auch eine direkte Interaktion mit der RNA-Polymerase II nachgewiesen werden
(Ding et al., 2006).
Die Annotierung des At1g80270.1-Proteins durch die „gene ontology”-Daten-
bank (Ashburner et al., 2000) als DNA-bindendes Protein beruht auf Sequenzähn-
lichkeiten zu DNA-bindenden Proteinen. So wurde bisher für ein PPR-Protein, P63,
welches eine Funktion bei der Transkription des cox2 Genes in T. aestivum zu ha-
ben scheint, eine Affinität für den cox2 Promotor nachgewiesen (Ikeda und Gray,
1999). Sollte das hier identifizierte PPR-Protein tatsächlich DNA und nicht RNA
binden, wäre eine Beteiligung bei der RNA-Edierung relativ unwahrscheinlich. Da
dieses Protein aber mittels Bindung an ein RNA-Fragment isoliert wurde, erscheint
eine RNA-bindende Funktion wahrscheinlicher. Eine andere Funktion des Proteins
als bei der RNA-Edierung ist natürlich nicht auszuschließen, auch wenn das RNA-
Fragment mit dem stark eingegrenzten Bereich von -29 und +10 um eine Edierungs-
position herum die Wahrscheinlichkeit für die Isolierung eines Proteines mit anderer
Funktion gering halten sollte. Außer der Bestätigung der Identität des an das RNA-
Fragment bindenden Proteins steht somit eine funktionelle Charakterisierung des
PPR-Proteins At1g80270.1 durch weitere Analysen an. Bei einer Beteiligung des
At1g80270.1-Proteins an der RNA-Edierung der cox2 Position 17 wäre des Weite-
ren von Interesse, zu untersuchen, ob das Protein auch an der RNA-Edierung anderer
Positionen beteiligt ist.
Mittels der hier dargestellten und optimierten Methode war es somit möglich,
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ein spezifisch an RNA bindendes mitochondriales Protein mit möglicher Beteili-
gung an der RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondrien zu isolieren.
4.7 Ausblick
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass einerseits eine Edierung der hetero-
logen cox2 RNA-Edierungspositionen in isolierten Mitochondrien stattfindet, an-
dererseits aber keine der Edierungspositionen der atpA und nad6 Transkripte in
fremden Mitochondrien ediert werden. Da die kodierende Sequenz und die Edie-
rungspositionen des nad6 Transkriptes zwischen A. thaliana und Blumenkohl iden-
tisch sind, könnten die geringfügigen Unterschiede in der 5‘ untranslatierten Region
einen Einfluss haben. Um dies zu überprüfen könnte die Edierung der Transkripte
des Konstruktes mit dem 5‘ untranslatierten Bereich und der kodierenden Region
des A. thaliana nad6 Gens und dem 3‘ untranslatierten Bereich des A. thaliana cox2
Gens in isolierten Mitochondrien aus A. thaliana Zellkulturen analysiert werden.
Hierfür müsste vorher das A. thaliana in organello System optimiert werden, um
eine effiziente Prozessierung der Fremdgene zu ermöglichen.
Weiterhin wäre es interessant, die bisher unbekannten 5‘ untranslatierten Be-
reiche des cox2 Gens aus Blumenkohl und aus der hier verwendeten Mais-Linie zu
sequenzieren, um festzustellen ob es hier gemeinsame Bereiche gibt, die die Erken-
nung und vollständige RNA-Edierung der fremden cox2 Transkripte aus Mais und
A. thaliana in den Mitochondrien aus Blumenkohl und Mais erklären würden.
Außerdem könnten weitere mitochondriale Gene kloniert und die Edierung der
Transkripte in den Mais und Blumenkohl in organello Systemen überprüft werden.
Hierfür sollte ein Gen mit Edierungspositionen ausgewählt werden, die z.T. hetero-
log sind und z.T. im endogenen Transkript vorkommen. Durch die Herstellung ver-
schiedener Konstrukte entweder mit dem nativen 5‘ untranslatierten Bereich oder
dem 5‘ untranslatierten Bereich des entsprechenden Transkriptes der transformier-
ten Mitochondrien könnte analysiert werden, ob in dieser Region wichtige Berei-
che für die Transkripterkennung und -edierung liegen, um so den Mechanismus der
RNA-Edierung in Mitochondrien Höherer Pflanzen näher zu untersuchen.
In dieser Arbeit wurde außerdem ein A. thaliana Protein isoliert, das spezi-
fisch an die cox2 RNA-Edierungsposition 17 und deren potentielle cis-Sequenz bin-
det. Die Identifizierung des Proteins als das PPR-Protein At1g80270.1 muss in ei-
ner Wiederholung des Experimentes bestätigt werden. Das PPR-Protein muss des
Weiteren funktionell charakterisiert werden, um festzustellen ob es an der RNA-
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Edierung der cox2 Position 17 beteiligt ist. Dies kann durch eine Herunterregulie-
rung oder das Ausschalten des Genes in A. thaliana Pflanzen ermittelt werden. Da
keine entsprechende A. thaliana T-DNA Insertionslinie vorhanden ist, könnte die
Expression des At1g80270.1 Genes in einem RNAi-Ansatz herunterreguliert wer-
den. Der Phänotyp der Pflanzen müsste ermittelt werden, und die Edierung des cox2
Transkriptes sowie eventuell weiterer Transkripte analysiert werden. Sollte das Pro-
tein an der Edierung der cox2 Position 17, und vielleicht auch weiterer Positionen
beteiligt sein, müsste die Ähnlichkeit dieser Positionen auf Sequenz- und Sekundär-
strukturebene untersucht werden. Sollte die Edierung des cox2 Transkriptes nicht
beeinträchtigt sein, könnte überprüft werden, ob die cox2 Transkripte anderweitig
beeinflusst sind, z.B. in der Stabilität oder dem Spleißen.
Die hier optimierte Methode zur Isolierung von spezifisch an RNA binden-
den mitochondrialen Proteinen scheint für die Identifizierung von Edierungsfakto-
ren geeignet zu sein. Somit könnte versucht werden, mit weiteren kleinen RNA-
Fragmenten mit Edierungspositionen, eventuell auch für eine erhöhte Wahrschein-
lichkeit der Bindung mit zwei bis drei Positionen im Abstand von wenigen Nukleo-
tiden, Edierungsfaktoren zu isolieren. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete 300
Nukleotid große A. thaliana cox2 Fragment könnte neu hergestellt und die internen
Biotin-Markierungen durch eine 5‘ Biotin-Markierung ersetzt werden, um es dann
erneut einzusetzen für die Isolierung von transkriptspezifischen Faktoren oder Edie-
rungsfaktoren.
5 Zusammenfassung
Zusätzlich zu den bereits bestehenden in organello Systemen für Z. mays und S. bi-
color wurden in dieser Arbeit in organello Systeme für die dikotylen Pflanzen B. ole-
racea var. botrytis und A. thaliana etabliert. Mittels der in organello Systeme wurde
die Edierung und das Spleißen von fremden Transkripten in isolierten Mitochondri-
en analysiert. Es wurde gezeigt, dass Mitochondrien aus B. oleracea var. botrytis
und A. thaliana bzw. aus Z. mays in der Lage sind das cox2 Transkript aus Z. mays
bzw. aus A. thaliana korrekt zu Spleißen und effizient zu edieren. Unter den edier-
ten Positionen der cox2 Transkripte befinden sich auch Edierungspositionen, die im
jeweiligen endogenen cox2 Transkript nicht vorkommen.
In einer Datenbankanalyse der cox2 RNA-Edierungspositionen mono- und di-
kotyler Pflanzen wurden zwei Positionen ausschließlich in monokotylen Pflanzen
und eine Position nur in dikotylen Pflanzen gefunden. Die Edierung auch dieser
Positionen in den heterologen isolierten Mitochondrien führte zu dem sogenannten
„self-guiding-transcript” Modell der RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondri-
en. Dieses Modell besagt, dass die Edierungspositionen im Transkript mittels der
Sekundär- oder Tertiärstruktur der RNA von Edierungsfaktoren erkannt und ediert
werden.
Z. mays cox2 Edierungspositionen wurden durch Punktmutationen in das cox2
Transkript aus A. thaliana eingeführt. Diese Positionen wurden in Mitochondrien
aus Z. mays ediert, ebenso wie eine erwartungsgemäße Edierung der A. thaliana
cox2 Edierungspositionen stattfand.
Mittels Elektroporation wurden außerdem plastidäre Z. mays ndhB- und ycf3-
Sequenzen in isolierte Mitochondrien aus B. oleracea var. botrytis und Z. mays ein-
gebracht. Eine Analyse der Transkripte ergab, dass diese in den Mitochondrien we-
der gespleißt noch ediert werden. Auch eine Entfernung des Introns aus dem ndhB
Konstrukt führte nicht zur Edierung der Transkripte in den Mitochondrien. Somit
scheinen die mitochondrial lokalisierten Spleiß- und Edierungsfaktoren nicht in der
Lage zu sein die plastidären Introns und die plastidären Edierungspositionen zu er-
kennen.
Es erfolgte zudem die Entwicklung eines Protokolls zur Isolierung von Edie-
rungsfaktoren mittels der Interaktion Streptavidin-beschichteter Magnetpartikel mit
Biotin-markierter RNA bzw. RNA-Protein-Komplexen. Hiermit wurden durch spe-
zifische Bindung an ein Fragment mit Edierungsposition aus dem A. thaliana cox2
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Transkript, Proteine aus mitochondrialen B. oleracea var. botrytis und A. thaliana
Extrakten isoliert. Die MALDI-TOF/TOF-massenspektrometrische Analyse eines
der isolierten A. thaliana Proteine führte zu einem PPR-Protein.
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Summary
In organello systems for Z. mays and S. bicolor have been established prior to the
begin of this study. In this study in organello systems for the dicotyledonous plants
B. oleracea var. botrytis and A. thaliana were developed. The in organello systems
were used to analyze splicing and editing of transcripts in heterologous mitochon-
dria. It was shown that Z. mays cox2 transcripts were correctly spliced and edited
in the isolated mitochondria of B. oleracea var. botrytis and A. thaliana. Similarly,
the A. thaliana cox2 transcripts were efficiently spliced and edited in isolated maize
mitochondria. Among the analyzed editing sites some sites are not present in the
endogenous transcripts of the electroporated mitochondria.
In a database search two cox2 RNA editing sites were found to be located exclu-
sively in monocotyledonous plants, whereas one cox2 RNA editing site was found
only in dicotyledonous plants. Even these editing sites are edited in the heterolo-
gous mitochondria. Those results support a self-guiding-transcript model for RNA
editing in plant mitochondria. In this model the editing information is contained in
the transcript itself, as the transcript forms a complex secondary or tertiary structure,
guiding the editing factors to the editing sites.
Z. mays cox2 editing sites introduced into the A. thaliana cox2 transcript by
site-directed-mutagenesis were edited in isolated mitochondria from Z. mays. Fur-
thermore the A. thaliana cox2 editing sites were edited as expected.
Plastid Z. mays ndhB and ycf3 sequences were introduced into isolated mit-
ochondria of B. oleracea var. botrytis and Z. mays via electroporation. The tran-
scripts of the plastid sequences were neither spliced nor edited in mitochondria.
Removal of the intron of the ndhB construct did not induce editing of the transcript
in the mitochondria. These results indicate that mitochondrial localized splicing and
editing factors are not capable of recognizing plastid introns and plastid editing sites.
In addition a protocol for isolation of editing factors was developed, utilizing
the interaction of streptavidin-coated magnetic particles and biotin-labeled RNA or
RNA-protein complexes. Using this approach, proteins from mitochondrial B. ole-
racea var. botrytis and A. thaliana extracts were isolated via specific binding to an
A. thaliana cox2 RNA fragment containing an editing site. MALDI-TOF/TOF mass
spectrometry of an A. thaliana protein resulted in a PPR protein.
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Fortsetzung zu Abbildung A.1
Schematische Darstellung der Plasmidkarten im Rahmen dieser Arbeit verwendeter und erstellter
Plasmide. Genbereiche sind durch rote Pfeile dargestellt und Regionen durch blaue Balken. At=
A. thaliana; Zm= Z. mays; Ts= T. sativum.
Anhang 124
1
ATGATTGTTC TAAAATGGTT ATTCCTCACA ATTTCTCCTT GTGATGCAGC GGAACCATGG CAATTAGGAT 70
CTCAAGACGC AGCTACACCT ATAATGCAAG GAATAATAGA CTTACATCAC GATATCTTTT TCTTCCTCAT 140
TCTGATTTTG GTTTTCGTAT TATGGATCTT GGTTCGCGCT TTATGGCATT TCCACTATAA AGAAAATGCA 210
ATCCCGCAAA GGATTGTTCA TGGAACTACT ATCGAGATTC TTCGGACCAT CTTTCCTAGT CTCATCTCGA 280
TGTTCATTGC TATACCATCA TTTGCTCTCT TATACTCAAT GGACGAGGTA GTAGTAGATC CAGCCATTAC 350
TATCAAAGCT ATTGGACATC AATGGTATTG GACTTATGAG TATTCTGACT ATAACAGTTC CGATGAGCAG 420
TCACTCACTT TTGACAGTTA TATGATTCCA GAAGAAGATC TAGAATTGGG TCAATCACGT TTATTAGAAG 490
TGGACAATAG AGTGGTTGTA CCAGCCAAAA CTCATCTACG TATTATTGTA ACATCTGCTG ATGTACCTCA 560
TAGTTGGGCT GTACCTTCCT CAGGTGTCAA ATGTGATGCT GTACCTGGTC GTTTAAATCA AATCTCTATT 630
TTGGTACAAC GAGAAGGAGT TTACTATGGT CAGTGCAGTG AGATTTGTGG AACTAATCAT GCCTTTACGC 700
CTATCGTCGT AGAAGCTGTT CCTAGGAAAG ATTATGGTTC TCGGGTATCC AATCAATTAA TCCCCCAAAC 770
CGGGGAAGCT TAA 783
Abbildung A.2: Kodierende Sequenz des B. oleracea var. botrytis cox2 ohne Intron
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Blumenkohl cox2 DNA- und cDNA-Sequenz des kodierenden
Bereiches bestimmt. Die Position des Introns ist hier als schwarze Linie dargestellt (bei 700 bp),
die Intronsequenz ist nicht angegeben. Die RNA-Edierungspositionen sind rot unterlegt. Die kodie-
rende Sequenz des Blumenkohl cox2 weicht in Übereinstimmung mit der im Rahmen dieser Arbeit
sequenzierten A. thaliana cox2 Sequenz an zwei Positionen von der publizierten A. thaliana cox2
Sequenz (NCBI „accession no.” NC 001284) ab: An den Positionen +202 und +271 (relativ zum
Start-Kodon) liegen jeweils die Basen Guanin und Cytosin vor. In der publizierten Sequenz hin-
gegen sind an den entsprechenden Positionen jeweils Adenine vorhanden. Weiterhin weichen die
B. oleracea var. botrytis und A. thaliana cox2 Sequenzen an der Position +379 voneinander ab: In
























10 20 30 40 50 60 70 80
.. .. |. .. . |. ... |. .. .|. .. .|. .. .| ... .| . .. .| .. ..| .. . .| .. . .|.. .. | .. .. | .... | .. .. |. . ..|
-TAATGAATATTCATTAGATAATAGATTGTGGATCTGTTCTTAGCTCGTGCAATCAATAAAAAGCGGTCCTTCGCCTTAG
TGCCTGGAATCCCACTAAATCGAGAATCG-GAATCGGTGGAGGATGTGCATAGGGTACTCCGAGCCCTCCCCTTATTTAG
** * ** ** ** ** * * *** ** * * * *** *** ****
90 100 110 120 130 140 150 160
.. .. |. .. . |. ... |. .. .|. .. .|. .. .| ... .| . .. .| .. ..| .. . .| .. . .|.. .. | .. .. | .... | .. .. |. . ..|
TAAGCT---AGCTTTCTAAGCCCGGACGTGGATCGATCGTGACGAAAAAATGGGACTAATCCTCTGTACTGTAGTAATAG
AGAAATGGAAGGTATCTT-GCGTGAGAGGAACCTGAATCTCCCGTCAGTACAGGAAATAAGCGCT-TTCCGTGTGAATCT
* * ** * *** ** * * ** * ** * * *** * * ** * * ** ***
170 180 190 200 210 220 230 240
.. .. |. .. . |. ... |. .. .|. .. .|. .. .| ... .| . .. .| .. ..| .. . .| .. . .|.. .. | .. .. | .... | .. .. |. . ..|
AAGAGTCAGAGTCCCTTCTCGACCAGACGAAGGAGATAGGAATGGAATTCTGCCTTGACCCTCCTGGAGGCGCAAAGTTC
ATTCTCTGGTATCC------GGCGTGAGAGTGCGATTGCGGACTACGACGCTTTTTGGCGCTCCTTACTCGAGGAGATTC
* * *** * * ** * * * * *** * ***** * ***
250 260 270 280 290 300 310 320
.. .. |. .. . |. ... |. .. .|. .. .|. .. .| ... .| . .. .| .. ..| .. . .| .. . .|.. .. | .. .. | .... | .. .. |. . ..|
ATAATTCAGTGTGGTGGGGCCTAGTAGTATTATAAGGATGTTGGTTTCGTATATAAGAA-GACTGCTGCTTTTAGGAGAG
ACACACCTCAGGGACGTAGTT--GTTTTGGTCAGAGAATACAAGATCTGCACGCCCGAATGTCTGCCGAGGGCAACTGGG
* * * * * * * ** * * ** ** * * * * *** * **** * * * *
330 340 350 360 370 380 390 400
.. .. |. .. . |. ... |. .. .|. .. .|. .. .| ... .| . .. .| .. ..| .. . .| .. . .|.. .. | .. .. | .... | .. .. |. . ..|
-TGATCTGTTCATCTAACTCAAAATATTGTAAGAAGAAGAAGAATCTTACGCCCCAAATTCCCATCTCTTTTTTCTTGGT
ACTACTTGATTGCCCAACAAGGCAGAGGGTATTTTGGTAACCTACCTAA--TCTCAACAGCCCGTTGGATCAATATCAAT
* ** * * *** * * *** * * * ** * * *** *** * * * * *
410 420 430 440 450 460 470 480
.. .. |. .. . |. ... |. .. .|. .. .|. .. .| ... .| . .. .| .. ..| .. . .| .. . .|.. .. | .. .. | .... | .. .. |. . ..|
TGGA---CCAACCGGCACCAGCCATTTCCGTCTTCCTTAATTGGGAGAGTCAGA-ATCAGTCTCTCTTTGTTTGGGGGGA
TTGGAATTCACCCAATTCTGG--ATCTGAATATTGGTGAGTACTATGTCTCATTCACAAATCTATCCTTGTCTATGCTAC
* * ** ** * * ** * * ** * * * * *** * * *** ** **** * *
490 500 510 520 530 540 550 560
.. .. |. .. . |. ... |. .. .|. .. .|. .. .| ... .| . .. .| .. ..| .. . .| .. . .|.. .. | .. .. | .... | .. .. |. . ..|
GCAG----AAAATGAAGGAACCTTTGCT-TTGAAAATGATTGTTC------TAAAATGGTTATTCCTCACAATTTCTCCT
TCACTCTCGGTTTGGTCCTACTTCTGGTGCTGCCAATGATTCTTCGTTCATTAGAATGTCGATTCCTCACAATCGCTCTT
** ** ** * ** * ** ******* *** ** **** ************ *** *
570 580 590 600 610 620 630 640
.. .. |. .. . |. ... |. .. .|. .. .|. .. .| ... .| . .. .| .. ..| .. . .| .. . .|.. .. | .. .. | .... | .. .. |. . ..|
TGTGATGCAGCGGAACCATGGCAATTAGGATCTCAAGACGCAGCTACACCTATAATGCAAGGAATAATAGACTTACATCA
TGTGATGCTGCGGAACCATGGCAATTAGGATCTCAAGACGCAGCAACACCTATGATGCAAGGAATCATTGACTTACATCA
******** *********************************** ******** *********** ** ***********
650 660 670 680 690 700 710 720
.. .. |. .. . |. ... |. .. .|. .. .|. .. .| ... .| . .. .| .. ..| .. . .| .. . .|.. .. | .. .. | .... | .. .. |. . ..|
CGATATCTTTTTCTTCCTCATTCTGATTTTGGTTTTCGTATTATGGATCTTGGTTCGCGCTTTATGGCATTTCCACTATA
CGATATCTTTTTCTTCCTCATTCTGATTTTGGTTTTCGTATCACGGATGTTGGTTCGCGCTTTATGGCATTTCAACGAGC
***************************************** * **** ************************ ** *
730 740 750 760 770 780 790 800
.. .. |. .. . |. ... |. .. .|. .. .|. .. .| ... .| . .. .| .. ..| .. . .| .. . .|.. .. | .. .. | .... | .. .. |. . ..|
AGAAAAATGCAATCCCGCAAAGGATTGTTCATGGAACTACTATCGAGATTCTTCGGACCATCTTTCCTAGTCTCATCTCG
AAACTAATCCAATCCCGCAAAGGATTGTTCATGGAACTACTATCGAAATTATTCGGACCATTTTTCCTAGTGTCATTCCA




. . .. |. . .. | . . ..| .. . .| . .. . |. .. . |. . . . |. . .. |.. . .| .. . .| ... . | . .. . |. ... | .. .. | .. . .| . . ..|
ATGTTCATTGCTATACCATCATTTGCTCTCTTATACTCAATGGACGAGGTAGTAGTAGATCCAGCCATTACTATCAAAGC
TTGTTCATTGCTATACCATCGTTTGCTCTGTTATACTCAATGGACGGGGTATTAGTAGATCCAGCCATTACTATCAAAGC
******************* ******** **************** **** ****************************
810 820 830 840 850 860 870 880
At
Zm
Abbildung A.3: Vergleich der cox2 Sequenzen von A. thaliana und Z. mays
Anhang 126
1
890 900 910 920 930 940 950 960




970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
. . .. |. . .. |.. ..| ... .| . ... |. .. .|. . .. |. . .. | .. . .| ... .| . ... |. .. .|. . .. |.. .. | ... .| . .. .|
ATATGATTCCAGAAGAAGATCTAGAATTGGGTCAATCACGTTTATTAGAAGTGGACAATAGAGTGGTTGTACCAGCCAAA
ATACGATTCCAGAAGATGATCCAGAATTGGGTCAATCACGTTTATTAGAAGTTGACAATAGAGTGGTTGTACCAGCCAAA
*** ************ **** ****************************** ***************************
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
. . .. |. . .. |.. ..| ... .| . ... |. .. .|. . .. |. . .. | .. . .| ... .| . ... |. .. .|. . .. |.. .. | ... .| . .. .|
ACTCATCTACGTATTATTGTAACATCTGCTGATGTACCTCATAGTTGGGCTGTACCTTCCTCAGGTGTCAAATGTGATGC
ACTCATCTACGTATGATTGTAACACCCGCTGATGTACCTCATAGTTGGGCTGTACCTTCCTCAGGTGTCAAATGTGATGC
************** ********* * *****************************************************
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
. . .. |. . .. |.. ..| ... .| . ... |. .. .|. . .. |. . .. | .. . .| ... .| . ... |. .. .|. . .. |.. .. | ... .| . .. .|
TGTACCTGGTCGTTTAAATCAAATCTCTATTTTGGTACAACGAGAAGGAGTTTACTATGGTCAGTGCAGTGAGATTTGTG
TGTACCTGGTCGTTCAAATCTTACCTCCATCTCGGTACAACGAGAAGGAGTTTACTATGGTCAGTGCAGTGAGATTTGTG
************** ***** * *** ** * ***********************************************
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
. . .. |. . .. |.. ..| ... .| . ... |. .. .|. . .. |. . .. | .. . .| ... .| . ... |. .. .|. . .. |.. .. | ... .| . .. .|
GAACTAATCATGCCTTTACGCCTATCGTCGTAGAAGCTGTTCCTAGGAAAGATTATGGTTCTCGGGTATCCAATCAATTA
GAACTAATCATGCCTTTACGCCTATCGTCGTAGAAGCAGTGACTTTGAAAGATTATGCGGATTGGGTATCCAATCAATTA
******************** **************** ** ** *********** * *****************
1290 1300





















Fortsetzung zu Abbildung A.3
Für den Sequenzvergleich wurden 500 bp des 5‘ untranslatierten Bereichs und die kodierenden Re-
gionen ohne Introns von A. thaliana (At) und Z. mays (Zm) cox2 verwendet. NCBI-Einträge der
Sequenzen: Z. mays „accession no.” AY506529; A. thaliana „accession no.” NC 001284. In der
A. thaliana Sequenz wurde an Pos. +202 A → G und an Pos. +271 A→ C geändert. Dies geschah
aufgrund von mehrfach durchgeführten A. thaliana cox2 Sequenzierungen in dieser Arbeit, in denen
diese Sequenzabweichungen beobachtet wurden. Auch der Fusionsbereich der Exons von A. thaliana
weicht von der publizierten Sequenz ab wie in Staudinger (2004) beschrieben. Die Start- und Stopp-
Kodons sind blau unterlegt, RNA-Edierungspositionen sind in rot dargestellt und Intronpositionen







































































































































A.thaliana cDNA (NC_001284 )





















































Fortsetzung zu Abbildung A.4
Für den Sequenzvergleich wurden die cox2 Sequenzen von cDNA und genomischer DNA aus Ein-
trägen in der Datenbank des NCBI verwendet, die entsprechenden „accession no.” sind in Klammern
angegeben. Dargestellt sind die Sequenzvergleiche um Z. mays cox2 RNA-Edierungspositionen (a)
14, 15 und 16, (b) 21, (c) 24, sowie A. thaliana cox2 RNA-Edierungsposition 25. Die zu der Z. peren-
nis cox2 Sequenz identischen Nukleotide sind mit Punkten dargestellt, die abweichenden Nukleotide
sind angegeben. Da für einige Pflanzen nur partielle cox2 DNA-Sequenzen vorlagen, fehlen für diese















































Abbildung A.5: Analyse der RNA-Edierung des T. sativum atpA Transkriptes nach in
organello Inkubation in Mitochondrien aus Mais und Blumenkohl
a Schematische Darstellung des T. sativum atpA-Gens im Plasmid pSW453. Die Lokalisation der
zur Amplifikation von cDNA verwendeten Oligonukleotide FK722 und FK723 ist mit Dreiecken
eingezeichnet. UTR= untranslatierte Region. b Gelelektrophoretische Auftrennung von cDNA und
entsprechenden H2O-Kontrollen von RNA aus Mitochondrien aus Mais, elektroporiert mit dem Plas-
mid pTJ246 und RNA aus Blumenkohl elektroporiert mit dem Plasmid pNB475. Hierbei handelt es
sich um eine Aktivitätskontrolle der in c und in Abb. A.6c verwendeten Mitochondrien. Die cox2
Transkripte wurden in den heterologen Mitochondrien effizient gespleißt und ediert (nicht gezeigt).
M= Größenmarker. c Das Plasmid pSW453 mit dem atpA Gen aus T. sativum wurde durch Elek-
troporation in Mais- und Blumenkohl-Mitochondrien eingebracht. Nach der in organello Inkubation
wurde die RNA aus den Mitochondrien isoliert und eine RT-PCR mit den Oligonukleotiden FK722
und FK723 durchgeführt. Hier zu sehen ist die gelelektrophoretische Auftrennung der cDNAs und
der H2O-Kontrollen der RT-PCR mit der RNA aus den transformierten Mitochondrien, sowie mit
RNA aus untransformierten Mitochondrien zur Spezifitätskontrolle der Oligonukleotide. Es konnten
hierbei RT-PCR-Fragmente auf ca. der erwarteten Höhe von 1244 bp in allen Proben amplifiziert
werden, auch in der Spezifitätskontrolle. In der Sequenzierung konnte aber eine spezifische Amplifi-
kation der atpA cDNA Fragmente aus der Transformation von pSW453 nachgewiesen werden (nicht
gezeigt). d Die Ausschnitte des Chromatogramms zeigen die fünf untersuchten der insgesamt sieben
RNA-Edierungspositionen des T. sativum atpA Transkriptes (aus der Transformation von pSW450 in
Mais-Mitochondrien) in revers komplementärer Sequenz. An keiner der untersuchten Positionen ist
RNA-Edierung feststellbar. Die Edierungspositionen sind rot unterstrichen und entsprechend ihrer
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Abbildung A.6: Analyse der RNA-Edierung der nad6 Transkripte nach in organello
Inkubation in Mitochondrien aus Mais und Blumenkohl
a Schematische Darstellung des T. sativum nad6 (Ts) Gens im Plasmid pSW449, sowie der kodieren-
den Sequenz des A. thaliana (At) nad6 Gens mit den untranslatierten Regionen (UTR) aus A. thaliana
cox2 im Plasmid pSW450 bzw. mit dem A. thaliana nad6 Promotor und der 3‘ untranslatierten Re-
gion des A. thaliana cox2 im Plasmid pNB555. Die Lokalisation der zur Amplifikation von cDNA
verwendeten Oligonukleotide FK718 und FK719 bzw. FK721 ist mit Dreiecken eingezeichnet. b
Spezifitätstest der Oligonukleotidkombinationen mit RNA aus untransformierten Mitochondrien aus
Mais (M) und Blumenkohl (B) und Integritätstest der verwendeten RNAs durch Amplifikation eines
Fragmentes aus dem jeweiligen endogenen cox2 Transkript mit den Oligonukleotidkombinationen
NB852/FK789 für Mais-RNA und FK638/FK357 für Blumenkohl-RNA. c Die Plasmide pSW449,
pSW450 und pNB555 wurden durch Elektroporation in Mais- und Blumenkohl-Mitochondrien ein-
gebracht. Nach der in organello Inkubation wurde die RNA aus den Mitochondrien isoliert und eine
RT-PCR mit den in a dargestellten spezifischen Oligonukleotiden durchgeführt. Hier zu sehen ist
die gelelektrophoretische Auftrennung der cDNAs und der H2O-Kontrollen der RT-PCR. Für alle
drei Konstrukte konnten cDNAs der erwarteten Größe, mit 727 bp für Transkripte von pSW450 und
pNB555, und 732 bp für Transkripte von pSW449, amplifiziert werden.
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Abbildung A.7: RNA-Edierungspositionen des B. oleracea var. botrytis nad6 Transkriptes und
Analyse der Edierung von nad6 Transkripten in heterologen Mitochondrien
a Sequenzierung der nad6 cDNA Fragmente aus der Transformation von pSW449 in Mit-
ochondrien aus Mais. Die Ausschnitte des Chromatogramms zeigen zehn der fünfzehn RNA-
Edierungspositionen des nad6 Transkriptes aus T. sativum. b Sequenzierung der nad6 cDNA Frag-
mente aus Transformation von pSW450 in Mitochondrien aus Mais. Die Ausschnitte des Chromato-
gramms zeigen fünf der zehn RNA-Edierungspositionen des nad6 Transkriptes aus A. thaliana. An
keiner der untersuchten Positionen ist RNA-Edierung feststellbar. c Sequenzierung der cDNA des en-
dogenen nad6 Transkriptes aus Blumenkohl. Hierfür wurde eine RT-PCR mit DNA-freier RNA aus
Blumenkohl-Mitochondrien und den Blumenkohl nad6-spezifischen Oligonukleotiden FK718 und
FK713 durchgeführt und die erhaltene cDNA wurde sequenziert. Durch einen Abgleich mit der ent-
sprechenden DNA Sequenz (B. oleracea var. botrytis nad6, NCBI „accession no.” DQ257687) konn-
ten im analysierten Bereich RNA-Edierungspositionen identifiziert werden. Hier sind die Ausschnitte
des Chromatogramms mit den entsprechenden Positionen gezeigt. Die im analysierten Bereich vor-
liegenden acht Edierungspositionen stimmen mit denen aus A. thaliana bekannten überein (Giege
und Brennicke, 1999), werden allerdings nur partiell ediert. In den Ausschnitten der Chromatogram-
me sind die RNA-Edierungspositionen rot unterstrichen und ihre Position im offenen Leserahmen ist
angegeben.
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Tabelle A.1: Edierungspositionen des Brassica oleracea var. botrytis nad6 Transkriptes und in

























26 + na/na na/na
53 + na/na na/ -
88 (+) na/na -/-
89 (+) na/na -/-
95 (+) na/- -/-
103 (+) na/ - -/-
161 (+) -/- -/-
169 (+) -/- -/-
191 (+) -/- -/-
446 (+) -/- -/-
1NCBI „accession no.”: NC 001284; Positionsangaben relativ zum Start-Kodon
2Position 88 bis 446: diese Arbeit; ansonsten Raczynska et al., 2006
- = keine RNA-Edierung ; + = RNA-Edierung; (+) = partielle RNA-Edierung; na = nicht analysiert
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Tabelle A.2: Edierungspositionen des T. aestivum nad6 Transkriptes und in organello





























1Haouazine et al., 1992; Positionsangaben relativ zum Start-Kodon (aus Haouazine-Takvorian et al.,
1997)
- = keine RNA-Edierung ; na = nicht analysiert
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Abbildung .8: Vergleich der atpA Sequenzen von T. sativum, Z. mays und A. thaliana
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Fortsetzung zu Abbildung A.8
Die atpA Sequenzen der kodierenden Regionen sowie 500 bp der 5‘ untranslatierten Bereiche und
300 bp der 3‘ untranslatierten Bereiche sind folgenden Einträgen des NCBI entnommen: T. aesti-
vum (Ta): „accession no.” AP008982; Z. mays (Zm): „accession no.” AY506529; A. thaliana (At):
„accession no.” Y08501. Im mitochondrialen Genom von Z. mays liegen die beiden atp1 Kopien
atp1-a1 und atp1-a2 vor. Da diese identisch sind, ist hier nur eine Sequenz angegeben. Die Start-
und Stopp-Kodons sind mit blauen Buchstaben und die RNA-Edierungspositionen mit roten Buch-
staben gekennzeichnet. Die grün unterlegten Bereiche kennzeichnen die Lage der Oligonukleotide
FK722 und FK723. Im Fall der T. aestivum Seqenz beruhen die Angaben über die Lage der RNA-
Edierungspositionen auf den für Triticale bekannten RNA-Edierungspositionen (Laser et al., 1995).
Für A. thaliana wurden die Angaben über die RNA-Edierungspositionen dem genannten NCBI-
Eintrag entnommen. Für Z. mays atp1 sind keine RNA-Edierungspositionen bekannt. Übereinstim-
mende Sequenzbereiche sind schwarz unterlegt.
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Abbildung .9: Vergleich der nad6 Sequenzen von A. thaliana, B. oleracea var. botrytis,
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Fortsetzung zu Abbildung A.9
Die nad6 Sequenzen der kodierenden Regionen, sowie 500 bp der 5‘ untranslatierten Bereiche (für
B. oleracea var. botrytis sind nur 355 bp der 5‘ untranslatierten Region bekannt) sind folgenden
Einträgen des NCBI entnommen: A. thaliana (At): „accession no.” NC 001284; B. oleracea var.
botrytis (Bo): „accession no.” DQ257687; T. aestivum (Ta): „accession no.” AP008982; Z. mays
(Zm): „accession no.” AY506529. Die Start-Kodons sind mit blauen Buchstaben und die RNA-
Edierungspositionen sind mit roten Buchstaben gekennzeichnet. Übereinstimmende Bereiche im
Sequenzvergleich sind schwarz unterlegt. Die Angaben bezüglich der Lage der Start-Kodons von
Z. mays und T. aestivum nad6 sind aus Haouazine-Takvorian et al. (1997) und für A. thaliana und
B. oleracea var. botrytis aus den genannten NCBI-Einträgen entnommen. Für T. aestivum nad6 sind
zwei mögliche Start-Kodons im Abstand von 54 Nukleotiden angegeben. Die Information über die
Lage der RNA-Edierungspositionen ist im Fall von T. aestivum in Haouazine et al. (1992), für Z. mays
in Haouazine-Takvorian et al. (1997), und für A. thaliana in Giege und Brennicke (1999) beschrieben.
Acht von zehn RNA-Edierungspositionen des Blumenkohl nad6 Transkripes wurden in dieser Arbeit
im Juni 2006 analysiert (siehe Abb. A.7), im September 2006 wurden die RNA-Edierungspositionen
von Blumenkohl nad6 Transkript in Raczynska et al. (2006) als übereinstimmend mit denen von
A. thaliana nad6 beschrieben. Im Falle von A. thaliana und B. oleracea var. botrytis nad6 ist in
Raczynska et al. (2006) beschrieben, dass die 3‘ Enden der Transkripte 5-6 Kodons vor dem hier
angegebenen Ende der kodierenden Sequenz liegen.
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